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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物の炎症性腸疾患(ＩＢＤ)を検出する方法であって、(ａ)前記哺乳動物から採取
した組織又は細胞の試験試料中及び、(ｂ)コントロール試料中における、ＬＹ６ポリペプ
チドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含み、このとき試験試料中におけ
るＬＹ６核酸又はポリペプチドの発現レベルがコントロール試料と比較して高い場合に、
試験試料を採取した哺乳動物にＩＢＤの存在が示される方法。
【請求項２】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の消化管に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の大腸に由来する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　コントロール試料が、同じ組織起源又は種類の、正常な非ＩＢＤ組織又は細胞の試料で
あるか、その発現レベルが平均化されている同じ組織起源又は種類の非ＩＢＤ組織又は細
胞の複数の試料であるか、或いは同じ種の健常な正常組織の複数の試料における遺伝子発
現を呈するユニバーサルコントロールである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　試験試料の組織又は細胞が炎症性である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　試験試料の組織又は細胞が炎症性でない、請求項１に記載の方法。
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【請求項７】
　(ａ)ＬＹ６ポリペプチド又はその断片をコードするポリヌクレオチドに特異的に結合す
る検出可能な薬剤に試験試料を接触させ、
　(ｂ)検出可能な薬剤にコントロール試料を接触させ、
　(ｃ)試験試料及びコントロール試料のポリヌクレオチドと薬剤との複合体の形成を検出
することを含み、
　このとき試験試料における複合体の形成がコントロール試料と比較して多い場合に、哺
乳動物にＩＢＤの存在が示される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　ポリヌクレオチドが、配列番号８、９、１、３、４、又は６の核酸配列、又は配列番号
８、９、１、３、４又は６の少なくとも１５の近接するヌクレオチドを含むその断片を含
んでなる、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の消化管に由来する、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の大腸に由来する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　コントロール試料が、同じ組織起源又は種類の正常な非ＩＢＤ組織又は細胞の試料であ
るか、その発現レベルが平均化されている同じ組織起源又は種類の非ＩＢＤ組織又は細胞
の複数の試料であるか、或いは同じ種の健常な正常組織の複数の試料における遺伝子発現
を呈するユニバーサルコントロールである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　薬剤が、配列番号８、９、１、３、４又は６を有するポリヌクレオチドにハイブリダイ
ズする第２のポリヌクレオチド、又はその相補鎖である、請求項７に記載の方法。
【請求項１３】
　第２のポリヌクレオチドが検出可能な標識又は固体支持体に付着された標識を含む、請
求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　検出可能な標識が直接的に検出可能である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　検出可能な標識が間接的に検出可能である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　検出可能な標識が蛍光標識である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　インサイツハイブリダイゼーションアッセイである、請求項７に記載の方法。
【請求項１８】
　リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(ＲＴ－ＰＣＲ)アッセイである、請求項７に記載の
方法。
【請求項１９】
　(ａ)ＬＹ６ポリペプチド又はその断片に特異的に結合する検出可能な薬剤に試験試料を
接触させ、
　(ｂ)検出可能な薬剤にコントロール試料を接触させ、
　(ｃ)試験試料及びコントロール試料のポリペプチドと薬剤との複合体の形成を検出する
ことを含み、
　このとき試験試料における複合体の形成がコントロール試料と比較して多い場合に、哺
乳動物にＩＢＤの存在が示される、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　ＬＹ６ポリペプチドが、配列番号１０、２、５又は７、又は配列番号１０、２、５又は
７の少なくとも１０の近接するアミノ酸を含むその断片を含んでなる、請求項１９に記載
の方法。
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【請求項２１】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の消化管に由来する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　試験試料の組織又は細胞が哺乳動物の大腸に由来する、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　試験試料の組織又は細胞が炎症性である、請求項７又は１９に記載の方法。
【請求項２４】
　試験試料の組織又は細胞が炎症性でない、請求項７又は１９に記載の方法。
【請求項２５】
　薬剤が抗体又はその結合断片である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２６】
　抗体又はその結合断片が検出可能な標識を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　検出可能な標識が直接的に検出可能である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　検出可能な標識が間接的に検出可能である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　検出可能な標識が蛍光標識であるか、放射性標識である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３０】
　組織又は細胞の試験試料が、ＩＢＤに罹患していることが疑われる哺乳動物から採取さ
れる、請求項１、７又は１９に記載の方法。
【請求項３１】
　組織又は細胞の試験試料が、潰瘍性大腸炎(ＵＣ)に罹患していることが疑われる哺乳動
物から採取される、請求項１、７又は１９に記載の方法。
【請求項３２】
　哺乳動物の組織又は細胞が治療剤と接触されており、このときＬＹ６の発現レベルによ
って、哺乳動物の組織又は細胞における治療剤への応答の有無が示される、請求項１、７
又は１９に記載の方法。
【請求項３３】
　哺乳動物の組織又は細胞が治療剤と接触されており、このとき検出が二回目又はそれ以
降の検出であり、ＬＹ６発現のレベルによって、哺乳動物の組織又は細胞における治療剤
への応答の有無が示される、請求項１、７又は１９に記載の方法。
【請求項３４】
　試験試料中におけるＬＹ６の発現の増加が、コントロール試料の少なくとも１．５倍で
ある、請求項１、７又は１９に記載の方法。
【請求項３５】
　請求項１、７又は１９に記載の方法のためのキットであり、
(ａ)少なくとも一のＬＹ６検出用薬剤を含む組成物を内包する容器と、
(ｂ)該容器上又は該容器に添付されるラベル又はパッケージ挿入物と
を具備するキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、炎症性腸疾患の病変形成における遺伝子発現プロファイルに関する。この発
見は、炎症性腸疾患の検出及び診断に使用できる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　炎症性腸疾患(ＩＢＤ)は、米国で患者数が約百万人にのぼる慢性炎症性疾患であり、二
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つの主な疾病群、即ち、潰瘍性大腸炎(ＵＣ)及びクローン病(ＣＤ)を含む。ＩＢＤの両方
の形態においては、腸の微生物が、遺伝的に罹患しやすい個体に疾病を発症させていると
思われる。ＵＣは大腸に限定されることが多く、ＣＤは一般に小腸の回腸及び大腸に発生
する(Podolsky, D.K., N. Engl. J. Med. 347:417-429 (2002))。ＩＢＤ患者由来の組織
の遺伝子発現プロファイリングによって、治療及び／又は診断の潜在的な標的に関する病
識が与えられた(例えば、Dieckgraefe, B.K.等、Physiol. Genomics 4:1-11 (2000); Law
rance I.C.等、Hum Mol Genet. 10:445-456 (2001); Dooley T.P.等、Inflamm. Bowel Di
s. 10:1-14 (2004); 及びUthoff S.M.,　Int J Oncol. 19:803-810 (2001)を参照された
い)。炎症性腸疾患に罹患している患者の遺伝子の調節不全に関するさらなる研究には、
例えば、ＵＣ及びＣＤの複数の遺伝子に特徴的な遺伝子発現プロファイルを開示したLawr
ance, I.C.等、(Lawrance, I.C.等、Human Mol. Genetics 10(5):445-456 (2001))がある
。Uthoff, S.M.S.は、マイクロアレイ分析を使用してＵＣ及びＣＤの候補遺伝子の同定を
開示した(Uthoff, S.M.S.等、Int’l. J. Oncology 19:803-810 (2001)。Dooley, T.P.等
は、ＩＢＤの遺伝子発現と、当該疾患の薬物療法との相関関係を開示した(Dooley, T.P.
等、Inflamm. Bowel Dis. 10(1):1-14 (2004))。
　この慢性疾患の診断に使用される炎症性腸疾患のさらなる生物学的マーカーを同定する
必要がある。本開示はこの需要を満たすものである。
　本明細書で引用する全ての参照文献の内容全体を、ここに明記することにより本発明に
包含する。
【発明の概要】
【０００３】
　遺伝子のＬＹ６スーパーファミリのメンバーが、マウス大腸炎のモデルにおける腸管上
皮細胞(ＩＥＣ)の表面、及びＩＢＤを有するヒト患者の腸管組織において上方制御されて
おり、この遺伝子は健康なＩＥＣでは発現されていないという特有の発見を本明細書中で
開示する。ＬＹ６ファミリメンバーの多くは、造血性起源の細胞に広く分布しているＧＰ
Ｉ-固定の(アンカー)細胞表面糖タンパク質であり、比較的非造血性細胞に発現が限定し
ている。免疫細胞の分化のマーカーとして広く使われているにもかかわらず(Sunderkotte
r, C. et al., J. Immunol. 172:4410-4417 (2004))、ＬＹ６ファミリが有する機能は解
明するのが困難であった(Shevach, E.M. and P.E. Korty, Immunol. Today 10:195-200 (
1989))。ＬＹ６分子には、Ｔ細胞活性化(Zhang, Z.X. et al., Eur. J. Immunol. 32:158
4-1592 (2002)およびHenderson, S.C. et al., J. Immunol. 168:118-126 (2002)、嗅覚(
Chou, J.H. et al., Genetics 157:211-224 (2001)および細胞性接着(Jaakkola, I. et a
l., J. Immunol. 170:1283-1290 (2003))を含む機能の多様なアレイを伴うことが報告さ
れている。
【０００４】
　最も広義には、本発明は、コントロール哺乳動物と比較して腸管の疾患を有する第一哺
乳動物の腸管組織において、腸管組織のヒトＬＹ６遺伝子ファミリの遺伝子の発現増加を
検出する方法を提供する。より直接的な意味では、前記方法は、ヒトのＬＹ６Ｈ、ＬＹＰ
Ｄ１、ＬＹＰＤ３およびＬＹＰＤ５の発現と関係している腸管の疾患に関連した疾患の診
断に適用できると思われる。この疾患には、炎症性腸疾患(ＩＢＤ)、例えば潰瘍性大腸炎
(ＵＣ)およびクローン病(ＣＤ)が含まれる。一実施態様では、本発明の方法は、ＩＢＤ治
療的処置の応答者および非応答者を検出するために有用である。一実施態様では、ＩＢＤ
は潰瘍性大腸炎(ＵＣ)である。一実施態様では、ＩＢＤはクローン病(ＣＤ)である。一実
施態様では、腸管の組織は大腸組織である。一実施態様では、大腸組織はＳ状結腸である
。一実施態様では、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の遺伝
子発現は、ＩＢＤ、ＣＤ又はＵＣを有さない哺乳動物の正常腸管(例えば正常な大腸組織)
と比較して、ＩＢＤ、ＵＣ又はＣＤの哺乳動物の腸管組織(例えば大腸組織)において増加
している。ある実施態様では、ＬＹ６Ｈ遺伝子は配列番号：１の核酸をを含み、配列番号
：２を含むＬＹ６Ｈポリペプチドをコードする。ある実施態様では、ＬＹＰＤ１遺伝子は
配列番号：３又は４の核酸を含み、配列番号：５を含むＬＹＰＤ１ポリペプチドをコード
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する。ある実施態様では、ＬＹＰＤ３遺伝子は配列番号：６の核酸を含み、配列番号：７
を含むＬＹＰＤ３ポリペプチドをコードする。ある実施態様では、ＬＹＰＤ５遺伝子は配
列番号：８又は９の核酸を含み、配列番号：１０を含むＬＹＰＤ５ポリペプチドをコード
する。
【０００５】
　一実施態様では、本発明の方法は、腸管の疾患を有すると思われる試験哺乳動物から組
織試料を得て、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５のタンパク
質と、又はＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５をコードする核
酸と相互作用する検出可能な薬剤と組織とを接触させ、そしてコントロール組織と比較し
てＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現のレベルを決定す
ることを含む。一実施態様では、コントロールと比較したときのＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、
ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現の増加は、試験哺乳動物におけるＩＢＤを表
す。一実施態様では、コントロール腸管組織と比較したときの試験腸管組織におけるＬＹ
６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現の増加は、試験哺乳動物
におけるＵＣを表す。一実施態様では、コントロール腸管組織と比較したときの試験腸管
組織におけるＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現の増加
は、試験哺乳動物におけるＣＤを表す。一実施態様では、試験およびコントロールの哺乳
動物からの組織又は細胞は大腸由来である。
【０００６】
　一実施態様では、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５は、Ｌ
Ｙ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５をコードするｍＲＮＡの組織
試料又は細胞における検出によるなどの、遺伝子発現の検出によって決定される。ある実
施態様では、コントロール試料は、ＩＢＤ、ＵＣ又はＣＤ等の胃腸系疾患を有することが
明らかでない哺乳動物から得た組織又は細胞と同じ種類の組織又は細胞の試料である。あ
る実施態様では、コントロール試料は、いくつかの正常組織、又は複数の細胞株からのＲ
ＮＡを含むユニバーサル(普遍的)標準物質である。マイクロアレイ分析では、このような
ユニバーサル標準物質は、実験間および実験内のバリエーションをモニターして、制御す
るために有用である。一実施態様では、ユニバーサル標準物質(または普遍的基準ＲＮＡ(
ＵＲＲ))は、出典明記によってその全体が本明細書中に援用されるNovoradovskaya, N. e
t al., (2004) BMC Genomics 5:20に示されるように調製される。一実施態様では、マウ
スＲＮＡのマイクロアレイ分析のコントロールとしての使用の場合、ＵＲＲは、Stratage
ne(登録商標)(カタログ＃７４０１００、Stratagene(登録商標), La Jolla, CA)のユニバ
ーサルマウス基準ＲＮＡである。一実施態様では、ヒトＲＮＡのマイクロアレイ分析のコ
ントロールとしての使用の場合、ＵＲＲは、Stratagene(登録商標)(カタログ＃７４００
００)のユニバーサルヒト基準ＲＮＡである。一実施態様では、ラットＲＮＡのマイクロ
アレイ分析のコントロールとしての使用の場合、ＵＲＲは、Stratagene(登録商標)(カタ
ログ＃７４０２００)のユニバーサルラット基準ＲＮＡである。一実施態様では、ＲＮＡ
がマウスＲＮＡである場合、総ＲＮＡが抽出される細胞株には、胚、胚の線維芽細胞、腎
臓、肝臓細胞、肺胞マクロファージ、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球(胸腺)、乳腺、筋肉筋芽細
胞、皮膚および精巣から得られる細胞株が含まれる。一実施態様では、ＲＮＡがヒトのＲ
ＮＡである場合、総ＲＮＡが抽出される細胞株には、乳腺腺癌、肝臓肝芽腫、子宮頸管腺
癌、胎児性癌又は精巣、脳神経膠芽腫、メラノーマ、脂肪肉腫、組織球性リンパ腫(マク
ロファージ、組織球)、Ｔリンパ芽球性白血病、Ｂリンパ球形質細胞腫メラノーマから得
られる細胞株が含まれる。ＲＮＡがラットＲＮＡである一実施態様では、総ＲＮＡが抽出
される細胞株には、血液好塩基性白血病、血液Ｔリンパ球性リンパ腫、血液Ｂリンパ芽球
性ハイブリドーマ、脳膠腫、胚の卵黄嚢カルチノーマ、胚の正常線維芽細胞、正常腎臓、
肝臓肝腫瘍、肺の正常肺胞マクロファージ、肺の正常II型肺胞、乳腺腺癌、筋肉筋芽細胞
、正常な皮膚、及び精巣ライディッヒ細胞腫瘍から得られる細胞株が含まれる。
【０００７】
　一態様では、本発明は、容器と容器内に収容される組成物とを具備する製造品に関し、
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このとき該化合物にはＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５をコ
ードする核酸又はこれらの相補鎖、および／または抗ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３
および／またはＬＹＰＤ５抗体又は抗体群、又はその抗ＬＹ６Ｈ-、ＬＹＰＤ１-、ＬＹＰ
Ｄ３-および／またはＬＹＰＤ５-結合断片が含まれ、このとき核酸及び／又は抗体は検出
可能である。一実施態様では、組成物には、腸管の疾患を有することが疑われる試験哺乳
動物の試験試料における、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５
の核酸に対する、ＬＹ６Ｈ-、ＬＹＰＤ１-、ＬＹＰＤ３-および／またはＬＹＰＤ５のコ
ード化核酸ないしはその相補鎖等の核酸の結合を検出するための検出剤が含まれる。一実
施態様では、化合物には、腸管の疾患を有することが疑われる試験哺乳動物の試験試料に
おける、例えばＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５への抗体の
結合を検出するための検出剤が含まれる。一実施態様では、組成物の抗体は検出可能に標
識される。一実施態様では、組成物の抗体は二次抗体によって検出可能であり、この二次
抗体が検出可能であるか又は検出可能に標識されている。製造品は更に、容器に添付され
る標識、又は容器内に収容されるパッケージ挿入物を具備し、これらは、ＬＹ６Ｈ、ＬＹ
ＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５核酸又はその相補鎖、および／または抗Ｌ
Ｙ６Ｈ、抗ＬＹＰＤ１、抗ＬＹＰＤ３および／または抗ＬＹＰＤ５抗体又はこれらのＬＹ
６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の結合断片の、大腸組織等の腸
管組織におけるＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現の増
加の検出における使用を示す。ある実施態様では、腸管の疾患はＩＢＤである。ある実施
態様では、腸管の疾患はＵＣ又はＣＤである。ある実施態様では、ＬＹＰＤ１ポリペプチ
ドおよび抗ＬＹＰＤ１抗体は、それぞれ米国特許第７１５７５５８号および米国特許第７
１４４９９０号に開示される抗体である。
【０００８】
　一態様では、本発明は、哺乳動物の腸管系疾患の存在の診断方法であって、(ａ)該哺乳
動物から得た組織又は細胞の試験試料中、及び(ｂ)同じ組織起源ないしは種類の腸管系疾
患を有さない哺乳動物からの既知の正常細胞のコントロール試料中の、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰ
Ｄ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベ
ルを検出することを含み、このとき、コントロール試料と比較して、試験試料中のＬＹ６
Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５ポリペプチドの発現レベルが高い
場合に、試験試料が得られた哺乳動物において腸管系疾患の存在が示される方法に関する
。ある実施態様では、腸管系疾患がＩＢＤである。ある実施態様では、ＩＢＤはＵＣであ
る。ある実施態様では、ＩＢＤはＣＤである。ある実施態様では、検出は、ＬＹ６Ｈ、Ｌ
ＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５ポリペプチド又は抗体の結合断片を試験
及びコントロール試料と接触させて、抗体－ポリペプチド複合体の形成の相対的な量を決
定することによる。コントロール試料と比較したときの試験試料における抗体－ポリペプ
チド複合体形成のレベルが高い場合に、試験哺乳動物における腸管系疾患、例えばＩＢＤ
、ＵＣ又はＣＤを示す。本発明の抗体は検出可能に標識されているか、あるいは、抗体は
検出可能である二次抗体のその後の結合によって検出される。
【０００９】
　より更なる実施態様では、本発明は、哺乳動物の腸管系疾患の存在の診断方法であって
、(ａ)ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５核酸に高いストリン
ジェンシーでハイブリダイズするオリゴヌクレオチド(又はその相補鎖)又はＬＹ６Ｈ、Ｌ
ＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５ポリペプチドに特異的に結合する抗体に
、試験哺乳動物から得た組織又は細胞を含む試験試料を接触させ、(ｂ)試験試料における
、オリゴヌクレオチド又は抗体と、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬ
ＹＰＤ５核酸(またはその相補鎖)又はＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／または
ＬＹＰＤ５ポリペプチドとのそれぞれの複合体の形成を検出することを含み、このときコ
ントロール試料と比較したときの試験試料における該複合体の形成が多い場合に、試験哺
乳動物における腸管系疾患(例えばＩＢＤ、ＵＣ又はＣＤ)の存在が示される方法に関する
。一実施態様では、腸管系疾患はＩＢＤである。一実施態様では、疾患はＵＣである。一



(7) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40

50

実施態様では、疾患はＣＤである。一実施態様では、試験およびコントロール哺乳動物の
組織は大腸組織である。場合によって、ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／また
はＬＹＰＤ５ポリペプチド結合抗体又は本発明の方法に用いられるオリゴヌクレオチドを
ハイブリダイズするＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５遺伝子
は、検出可能、検出可能に標識され、固形支持体に接着され等しており、および／または
、組織又は細胞の試験試料は腸管系疾患を有することが疑われる個体から得られ、この疾
患はＩＢＤ、限定されるものではないが例として、ＵＣ又はＣＤである。
【００１０】
　また更なる実施態様では、本発明は、(ａ)ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／
またはＬＹＰＤ５ポリペプチド、(ｂ)ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／または
ＬＹＰＤ５ポリペプチドをコードする核酸又は(ａ)の核酸を含むベクター又は宿主細胞、
(ｃ)抗ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５ポリペプチド抗体、
又は(ｄ)ＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５-結合オリゴペプ
チドの、大腸組織等を含む哺乳動物の腸管組織における、腸管系疾患、限定されるもので
はないがＩＢＤ、ＣＤ又はＵＣの診断用検出のために有用な医薬の調製における使用に関
する。
【００１１】
　一態様では、本発明は、ＩＢＤ治療薬で治療される哺乳動物の治療薬応答性を検出する
方法であって、コントロール哺乳動物のコントロール胃腸管組織と比較して、試験哺乳動
物の胃腸管組織におけるＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の
発現を決定することを含み、このときコントロール組織と比較したときの試験組織におけ
るＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現レベルが高い場合
に疾患状態又は疾患状態の維持を示す方法を含む。正常コントロール発現レベルよりも有
意に高くない、又は哺乳動物の集団におけるＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／
またはＬＹＰＤ５についての正常発現レベルの範囲内である試験組織におけるＬＹ６Ｈ、
ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現の相違は、腸管系疾患の改善又
は解決を示し、この改善又は解決は該治療剤に起因しうる。一実施態様では、治療剤で治
療された哺乳動物の胃腸又は大腸の組織におけるＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３およ
び／またはＬＹＰＤ５の発現のレベルが異なる場合に、治療的応答が決定される(発現が
正常なコントロールと比較的同程度である、すなわちＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３
および／またはＬＹＰＤ５のレベルが、治療前の哺乳動物のＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹ
ＰＤ３および／またはＬＹＰＤ５の発現レベルより低い)。
　本発明の更なる他の実施態様は、本明細書を読むことによって当業者に明らかであろう
。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ヒトＬＹ６Ｈポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：１)と、ヒトＬＹ６
Ｈポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：２)を示す。
【図２】図２Ａ及び２ＢにヒトＬＹＰＤ１ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号
：３および４)を、図２ＣにヒトＬＹＰＤ１ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：５)
を示す。
【図３】ヒトＬＹＰＤ３ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：６)と、ヒトＬＹ
ＰＤ３ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：７)を示す。
【図４】ヒトＬＹＰＤ５ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：８及び９)と、ヒ
トＬＹＰＤ５ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：１０)を示す。
【図５】ヒトＬＹ６Ｄポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：１１)と、ヒトＬＹ
６Ｄポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：１２)を示す。
【図６】ヒトＬＹ６Ｅポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：１３)と、ヒトＬＹ
６Ｅポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：１４)を示す。
【図７】ヒトＬＹＰＤ２ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：１５)と、ヒトＬ
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ＹＰＤ２ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：１６)を示す。
【図８】ＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)分子の配列を示す。(Ａ－Ｂ) 寄託番号Ｕ６４７９１、ヒ
トＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)ポリペプチド(配列番号：１８)をコードする核酸配列(配列番号
：１７)；(Ｃ－Ｄ) 寄託番号ＮＭ＿０１２２０１、ヒトＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)ポリペプチ
ド(配列番号：２０)をコードする核酸配列(配列番号：１９)；(Ｅ－Ｆ) 寄託番号ＡＫ１
７２８０６、ヒトＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)ポリペプチド(配列番号：２２)をコードする核酸
配列(配列番号：２１)；及び寄託番号ＡＫ１３１５０１、ヒトＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)ポリ
ペプチド(配列番号：２４)をコードする核酸配列(配列番号：２３)。
【図９】マウスＬＹ６Ａポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：２５)と、マウス
ＬＹ６Ａポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：２６)を示す。
【図１０】マウスＬＹ６Ｃポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：２７)と、マウ
スＬＹ６Ｃポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：２８)を示す。
【図１１】マウスＬＹ６Ｄポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：２９)と、マウ
スＬＹ６Ｄポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：３０)を示す。
【図１２】マウスＬＹ６Ｅポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：３１)と、マウ
スＬＹ６Ｅポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：３２)を示す。
【図１３】マウスＬＹ６Ｆポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：３３)と、マウ
スＬＹ６Ｆポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：３４)を示す。
【図１４】マウスＬＹ６Ｉポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：３５)と、マウ
スＬＹ６Ｉポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：３６)を示す。
【図１５】マウスＬＹ６Ｋポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：３７)と、マウ
スＬＹ６Ｋポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：３８)を示す。
【図１６】マウスＬＹＰＤ３ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：４５)と、マ
ウスＬＹＰＤ３ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：４６)を示す。
【図１７】マウスＬＹ６Ｈポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：４７)と、マウ
スＬＹ６Ｈポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：４８)を示す。
【図１８】マウスＬＹＰＤ１ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：４９)と、マ
ウスＬＹＰＤ１ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：５０)を示す。
【図１９】マウスＬＹＰＤ２ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：５１)と、マ
ウスＬＹＰＤ２ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：５２)を示す。
【図２０】マウスＬＹ６ｇ５ｃポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：５３)と、
マウスＬＹ６ｇ５ｃポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：５４)を示す。
【図２１】マウスＬＹ６ｇ６ｃポリペプチドをコードする核酸配列(配列番号：５５)と、
マウスＬＹ６ｇ６ｃポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：５６)を示す。
【図２２】マウスＳＬＵＲＰ２／ＬＹＮＸ１ポリペプチドをコードする核酸配列(配列番
号：５７)と、マウスＳＬＵＲＰ２／ＬＹＮＸ１ポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：
５８)を示す。
【図２３】ＬＹ６ファミリメンバーが大腸炎のマウスモデルのＩＥＣにおいて上方制御さ
れることを示す。ＩＬ１０－／－(図２３Ａ)及びＣＤ４５ＲＢＨｉ転移大腸炎モデル(図
２３Ｂ)のＩＥＣをＬＣＭによって単離し、ＲＮＡを精製した。マイクロアレイ分析を行
い、実施例に記載のように分析した。数は、健康なマウスに対して大腸炎マウスのユニバ
ーサル標準物質ＲＮＡを比較したときの倍数変化の平均を表す。ヒートマップの下の数は
、個々のマウスの炎症スコアを示す。
【図２４】ＬＹ６分子の表面発現が大腸炎のＩＬ１０－／－モデルのＩＥＣで上方制御さ
れていることを示す。野生型(図２４Ａ)又はＩＬ１０－／－マウス(図２４Ｂ)を、ＬＹ６
Ａの表面発現について染色した(緑、ＤＡＰＩ対比染色による)。同様に、野生型(図２４
Ｃ)又はＩＬ１０－／－マウス(図２４Ｄ)を、ＬＹ６Ｃの表面発現について染色した。
【図２５】ＬＹ６Ａ及びＬＹ６Ｃの表面発現が炎症性サイトカイン、特にＩＦＮγに応答
して上方制御されることを示す。ＹＡＭＣ細胞を示されたサイトカインにて１５時間処理
し、ＬＹ６Ｃ(図２５Ａ)およびＬＹ６Ａ(図２５Ｂ)の表面発現について染色した。ＹＡＭ
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Ｃ細胞をＩＦＮγの漸増用量下にて１５時間培養し、ＬＹ６Ｃ(図２５Ｃ)およびＬＹ６Ａ
(図２５Ｄ)の発現についてフローサイトメトリによって分析した。示されるように、ＩＦ
Ｎγにて刺激したＹＡＭＣ細胞を様々な時点で集め、ＬＹ６Ｃ(図２５Ｅ)およびＬＹ６Ａ
(図２５Ｆ)の発現についてフローサイトメトリによって分析した。ＩＬ-２２は、ＬＹ６
Ｃ(図２５Ｇ)およびＬＹ６Ａ(図２５Ｈ)の発現を上方制御した。ＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃ
のレベルは、ＩＦＮγによる処理に応答してマウスのＩＥＣ株であるＣＭＴ９３において
上方制御された(図２５Ｉ)。
【図２６】脂質ラフト欠乏によりＬＹ６Ｃが媒介するケモカイン産生の阻害が生じる。コ
レステロール欠乏(黒棒)又は非コレステロール欠乏(白棒)のＹＡＭＣ細胞を、１５時間、
示すように、プレートに結合した抗-ＫＬＨ又は抗-ＬＹ６Ｃとともにインキュベートした
。ＲＮＡを集め、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ５およびＣＣＬ７の発現レベルを決定した(図２
６Ａ－２６Ｃ)。コレステロール欠乏に応答して減少する、ＬＹ６Ａ(図２６Ｄ)およびＬ
Ｙ６Ｃ(図２６Ｅ)の表面レベル。
【図２７】ＬＹ６ＡでなくＬＹ６Ｃの架橋がＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃの表面発現の上方制
御を誘導することを示す。ＹＡＭＣ細胞は、抗-ＫＬＨコントロール、抗-ＬＹ６Ａ又は抗
-ＬＹ６Ｃにてコートしたプレート上で２４時間インキュベートし、ＬＹ６Ｃ(図２７Ａ)
又はＬＹ６Ａ(図２７Ｂ)の発現についてフローサイトメトリによって分析した。１００Ｕ
／ｍｌのＩＦＮγにて細胞を１２時間前処理し、抗体コートプレートに同じようにプレー
ティングし、ＬＹ６Ｃ(図２７Ｃ)又はＬＹ６Ａ(図２７Ｄ)の発現について分析した。
【図２８】ＬＹ６ＡでなくＬＹ６Ｃ架橋がケモカインの分泌を誘導することを示す。図２
８Ａ：１００Ｕ／ｍｌのＩＦＮγにて１５時間、示すようにＹＡＭＣ細胞をプレインキュ
ベートするかプレインキュベートせずに、１０μｇ／ｍｌの抗-ＬＹ６Ａ(黒棒)又は抗-Ｌ
Ｙ６Ｃ(ハッチを付けた棒)又は抗-ＫＬＨコントロール(白棒)にてコートしたプレート上
で培養した。ＲＮＡを、２４時間(左)、４８時間(真ん中)および７２時間(右)に単離し、
ＣＸＣＬ５又はＣＣＬ７の発現について分析した(Ａ)。データは、未処置のアイソタイプ
架橋細胞ものと比較したときの倍数変化(２－ΔΔＣｔ法により決定)の平均±ＳＤを示す
。図２８Ｂ：上記のように１、５又は１０μｇ／ｍｌ(示すように)の抗体と架橋した細胞
において４８時間に上清を回収し、上清へのＣＸＣＬ５分泌をＥＬＩＳＡにて決定した。
*＜０.０５。図２８Ｃ：ＬＹ６ＣレベルがｓｉＲＮＡによってノックダウンされるときに
、ＬＹ６Ｃ架橋に応答してＣＸＣＬ５およびＣＸＣＬ２のレベルは減少した。
【図２９】大腸炎のＩＥＣが同様のケモカイン遺伝子発現パターンを有することを示す。
ＩＬ１０－／－(図２９Ａ)及びＣＤ４５ＲＢＨｉ転移大腸炎モデル(図２９Ｂ)のＩＥＣを
ＬＣＭによって単離し、ＲＮＡを精製した。マイクロアレイ分析を行い、実施例に記載の
ように分析した。数は、健康なマウスに対して大腸炎マウスのユニバーサル標準物質ＲＮ
Ａを比較したときの倍数変化の平均を表す。ヒートマップの下の数は、個々のマウスの炎
症スコアを示す。
【図３０】ヒトＬＹ６ファミリ遺伝子の発現がサイトカインにて処理された大腸細胞にお
いて上方制御されることを示す。ヒトＣｏｌｏ-２０５細胞を、示されたサイトカイン又
はサイトカインの組合せで１８又は２４時間処理した。ヒトＬＹ６Ｈ(図３０Ａ)、ヒトＬ
ＹＰＤ３(図３０Ｂ)およびヒトＬＹＰＤ５(図３０Ｃ)の発現の倍数増加を、ヒトβ-アク
チンコントロールと比較して示す。
【図３１】クローン病患者が大腸のＬＹＰＤ１(図３１Ａ)およびＬＹＰＤ５(図３１Ｂ)の
レベルを上昇させたことを示す。ヒトのＩＢＤ患者からの組織試料を得て、ＬＹＰＤ１お
よびＬＹＰＤ５遺伝子発現を決定した。ＬＹＰＤ１およびＬＹＰＤ５の発現の統計学的に
有意な増加が、ＣＤ患者の炎症を起こした組織において観察された。また、ＬＹＰＤ５の
発現の統計学的に有意な増加が、ＵＣ患者の炎症を起こした組織において観察された。Ｙ
軸値は、ユニバーサルＲＮＡ標準物質と比較したときの遺伝子発現を反映する。
【図３２】(Ａ)未形質移入ＣＯＳ細胞、(Ｂ)ＧＬＧ-１(ＥＳＬ-１)ポリペプチドを形質移
入してＬＹＰＤ５－Ｆｃタンパク質にて染色したＣＯＳ細胞を示す。
【図３３】図３３Ａは、ＧＬＧ-１又はＥＳＬ-１の構造、およびＬＹＰＤ５の結合の特徴
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を表すために適切な様々なフラグメントを表し、図３３Ｂは、ＬＹＰＤ５およびＬＹＰＤ
５リガンドの結合の特徴を表す共免疫沈降の結果を示す。
【図３４】図３４Ａは、ＧＬＧ-１又はＥＳＬ-１の構造、およびＬＹＰＤ５の結合の特徴
を表すために適切な様々なフラグメントを表し、図３４Ｂは、ＬＹＰＤ５およびＬＹＰＤ
５リガンドの結合の特徴を表す共免疫沈降の結果を示す。
【図３５】図３５Ａは、ＧＬＧ-１又はＥＳＬ-１の構造、およびＬＹＰＤ５の結合の特徴
を表すために適切な様々なフラグメントを表し、図３５Ｂは、ＬＹＰＤ５およびＬＹＰＤ
５リガンドの結合の特徴を表す共免疫沈降の結果を示す。
【図３６】ヒトインテグリン、β７をコードする核酸配列(配列番号：６８)と、ヒトイン
テグリン、β７のポリペプチドのアミノ酸配列(配列番号：６９)を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
発明の詳細な説明
Ｉ．定義
　本明細書では、「炎症性腸疾患」と「ＩＢＤ」は互換可能に使用され、炎症及び／又は
潰瘍を生じる腸の疾患を指し、限定するものではないが、クローン病及び潰瘍性大腸炎を
含む。
　「クローン病(ＣＤ)」及び「潰瘍性か胃腸炎(ＵＣ)」は、原因不明の慢性炎症性腸疾患
である。クローン病は、潰瘍性大腸炎とは異なり、腸のあらゆる部位に発症しうる。クロ
ーン病の最も顕著な特徴は、腸壁のざらざらした赤紫色の浮腫状の肥大である。炎症が進
行すると、多くの場合これらのざらざらした肉芽腫を取り囲む境界が無くなって周囲の組
織と一体化する。下痢及び腸閉塞が主な臨床的特徴である。潰瘍性大腸炎と同様に、クロ
ーン病の経過は、連続性又は再発性であり、軽症又は重症であるが、潰瘍性大腸炎とは対
照的に、クローン病は腸の関連部位の切除によっては治癒しない。大部分のクローン病患
者は何らかの時点で手術を要するが、一般に再発し、通常は治療が続けられる。
　クローン病は、口から肛門までの消化管のあらゆる部分に発症しうるが、典型的には回
結腸、小腸又は大腸－肛門直腸領域に生じる。組織病理学的に、この疾病は不連続な肉芽
腫、陰窩膿瘍、亀裂及びアフタ性潰瘍により現れる。リンパ球(Ｔ細胞及びＢ細胞)、形質
細胞、マクロファージ及び好中球からなる炎症性浸潤物が混合している。ＩｇＭ－及びＩ
ｇＧ－を分泌する形質細胞、マクロファージ及び好中球が不均衡に増加する。
　抗炎症剤であるスルファサラジン及び５－アミノサリチル酸(５－ＡＳＡ)は、軽度のク
ローン病の治療に有用であり、疾病の寛解を維持するために一般的に処方される。メトロ
ニダゾール及びシプロフロキサンはスルファサラジンと同様の効果を有し、肛門周囲の疾
病の治療に特に効果を示す。更に重症の症例では、副腎皮質ステロイドが活動性の増悪の
治療に有用であり、寛解を維持することもできる。アザチオプリン及び６－メルカプトプ
リンも副腎皮質ステロイドの慢性投与を必要とする患者において成功を示している。また
、これらの薬剤を長期予防にも役立てることが可能である。残念ながら、一部の患者にお
いて効き目が現れるまでに非常に長時間(最大６ヶ月)を要す場合がある。
　止痢薬も一部の患者において症状を和らげることができる。栄養療法又は成分栄養は、
患者の栄養状態を向上させ、急性疾患を症状的に改善することができるが、長期的臨床的
寛解をもたらすわけではない。二次的な小腸の細菌過剰の治療及び化膿性合併症の治療に
抗生物質が使用される。
【００１４】
　「潰瘍性大腸炎(ＵＣ)」は大腸に発症する。この疾患の経過は連続性又は再発性であり
、軽症又は重症である。初期の病巣は、リーベルキューンの陰窩に膿瘍形成を有する炎症
性の浸潤である。膨張し且つ破裂したこれらの陰窩の癒合は、その上の粘膜をその血液供
給から分離する傾向があり、潰瘍に繋がる。この疾病の症状には、筋痙攣、下腹部の痛み
、直腸の出欠、及び主に血液と、便性粒子に乏しい粘液からなる頻発性軟便排出が含まれ
る。急性の、重症又は軽症の、絶え間ない潰瘍性大腸炎には、完全な結腸切除が必要とな
りうる。
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　ＵＣの臨床的特徴は様々に変化し、その発症は潜行性又は急激であり、下痢、しぶり腹
、及び再発性の直腸の出血を含みうる。大腸全体の劇症性の合併症により、生命を脅かす
緊急事態である中毒性巨大結腸症が起こりうる。腸外の徴候には、関節炎、壊疽性膿皮症
、ぶどう膜炎、及び結節性紅斑が含まれる。
　ＵＣの治療には、軽症用としてスルファサラジン及び関連するサリチル酸含有剤が、重
症用として副腎皮質ステロイド剤が含まれる。サリチル酸又は副腎皮質ステロイドの局所
投与は、特に疾病が末端腸に限定されているとき、及び全身に使用する場合と比較して関
連する副作用が小さいときに、効果的である場合がある。鉄及び止痢剤の投与などの支持
的手段が指示されることもある。不溶性の副腎皮質ステロイド依存症への使用に、アザチ
オプリン、６－メルカトプリン及びメトトレキサートが処方されることもある。
【００１５】
　本明細書では、「ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバー」と「ＬＹ６遺伝子のスーパーフ
ァミリーメンバー」は互換可能に使用され、ＬＹ６遺伝子ファミリーのメンバーと相同性
の遺伝子を指す。ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーの大多数は、造血性の起源を有する
細胞に広く分布し、非造血性細胞における発現が比較的限定されている、ＧＰＩに固着し
た(アンカー)細胞表面糖タンパク質である。この遺伝子ファミリーのメンバーは、免疫細
胞の分化のマーカーとして使用される(Sunderkotter, C.等、J. Immunol. 172:4410-4417
 (2004))。ＬＹ６ファミリーの遺伝子は試験済みであり(Shevach, E.M. and P.E. Korty,
 Immunol. Today 10:195-200 (1989))、機能にはＴ細胞活性化(Zhang, Z.X.等、Eur. J. 
Immunol. 32:1584-1592 (2002) and Henderson, S.C.等、J. Immunol. 168:118-126 (200
2))、嗅覚(Chou, J.H.等、Genetics 157:211-224 (2001)及び細胞接着(Jaakkola, I.等、
J. Immunol. 170:1283-1290 (2003))が含まれている。ＬＹ６遺伝子ファミリーのメンバ
ーには、限定されないが、哺乳類のＬＹ６遺伝子ファミリー、例えばマウス又はヒトのＬ
Ｙ６ファミリーの遺伝子が含まれる。本明細書において使用される「ＬＹ６遺伝子」とい
う用語は、ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーを意味し、「ＬＹ６ポリペプチド」という
用語は、一のＬＹ６遺伝子によってコードされるポリペプチドを意味する。マウスＬＹ６
遺伝子のファミリーメンバーには、限定されるものではないが、ＬＹ６Ａ(ＮＭ＿０１０
７３８、ポリペプチド配列番号２６をコードする核酸配列番号２５)、ＬＹ６Ｃ(ＮＭ＿０
１０７４１、ポリペプチド配列番号２８をコードする核酸配列番号２７)、ＬＹ６Ｄ(ＮＭ
＿００３６９５、ポリペプチド配列番号３０をコードする核酸配列番号２９)、ＬＹ６Ｅ(
ＮＭ＿００２３４６、ポリペプチド配列番号３２をコードする核酸配列番号３１)、ＬＹ
６Ｆ(ＮＭ＿００８５３０、ポリペプチド配列番号３４をコードする核酸配列番号３３)、
ＬＹ６Ｉ(ＮＭ＿０２０４９８、ポリペプチド配列番号３６をコードする核酸配列番号３
５)、及びＬＹ６Ｋ(ＮＭ＿０１７５２７、ポリペプチド配列番号３８をコードする核酸配
列番号３７)が含まれる。ヒトＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーには、限定されるもの
ではないが、ＬＹ６Ｈ(ＮＭ＿００２３４７、ポリペプチド配列番号２をコードする核酸
配列番号１、ＬＹＰＤ１(ＮＭ＿１４４５８６、ポリペプチド配列番号５をコードする核
酸配列番号３又は４)、ＬＹＰＤ３(ＮＭ＿０１４４００、ポリペプチド配列番号７をコー
ドする核酸配列番号６)、ＬＹＰＤ５(ＮＭ＿１８２５７３、ポリペプチド配列番号１０を
コードする核酸配列番号８又は９)、ＬＹ６Ｄ(ＮＭ＿００３６９５、ポリペプチド配列番
号１２をコードする核酸配列番号１１)、ＬＹ６Ｅ(NMＮＭ＿００２３４６、ポリペプチド
配列番号１４をコードする核酸配列番号１３)、ＬＹＰＤ２(ＮＭ＿２０５５４５、ポリペ
プチド配列番号１６をコードする核酸配列番号１５)が含まれる。複数の実施形態では、
ここに開示される各ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーのポリペプチドは、少なくとも１
５、少なくとも２５、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも２５０、少なくと
も５００、少なくとも７５０、少なくとも１０００、少なくとも１２５０、少なくとも１
５００、少なくとも１７５０、少なくとも２０００、又は少なくとも２０４０の、配列番
号１、３、４、６、８、９、１１、１３、１５、２５、２７、２９、３１、３３、３５、
３７、４５、４７、４９、５１、５３、５５、又は５７の近接するヌクレオチドを含むか
、又はＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーポリヌクレオチドは、配列番号１、３、４、６
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、８、９、１１、１３、１５、２５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、４５、４７
、４９、５１、５３、５５、又は５７を含む。一実施形態では、ＬＹ６遺伝子のファミリ
ーメンバーポリヌクレオチド(配列番号１、３、４、６、８、９、１１、１３、１５、２
５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、４５、４７、４９、５１、５３、５５、又は
５７)、又はその断片に結合する一ポリヌクレオチドは、ＬＹ６ポリペプチド又はその断
片と、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少
なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％ 又は１００％の配列同一性を有
する。一実施形態では、ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーポリペプチドは、少なくとも
１０、少なくとも２５、少なくとも５０、少なくとも７５、少なくとも１００、少なくと
も１２５、少なくとも１５０、少なくとも１７５、少なくとも２００、少なくとも２２５
、少なくとも２５０、少なくとも２７５、少なくとも３００、又は少なくとも３２５の、
少なくとも配列番号２、５、７、１０、１２、１４、２６、２８、３０、３２、３４、３
６、３８、４６、４８、５０、５２、５４、５６、又は５８の近接するアミノ酸を有する
か、或いは、ＬＹ６遺伝子のファミリーポリペプチドは、配列番号２、５、７、１０、１
２、１４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４６、４８、５０、５２、５４
、５６、又は５８を有する。
【００１６】
　ＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーのいずれかの「天然配列ポリペプチド」には、天然
由来の対応するＬＹ６遺伝子のファミリーメンバーポリペプチドと同一のアミノ酸配列を
有するポリペプチドが含まれる。このような天然配列ＬＹ６ポリペプチドは、自然から単
離することもできるし、組換え又は合成手段により生成することもできる。「天然配列Ｌ
Ｙ６ポリペプチド」という用語には、特に、特定のＬＹ６ポリペプチドの自然に生じる切
断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に生じる変異形態(例えば、選択的
にスプライシングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝子変異体が
含まれる。特定の一態様では、ここに開示される天然配列ＬＹ６ポリペプチドは、図１－
７及び配列番号２、５、７、１０、１２、１４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、
３８、４６、４８、５０、５２、５４、５６、又は５８の配列に対応する成熟又は完全長
天然配列ポリペプチドである。
【００１７】
　本明細書で使用する「ＬＹ６ポリペプチド変異体」とは、ＬＹ６ポリペプチド、好まし
くは、ここに開示するような完全長天然配列ＬＹ６ポリペプチド、及びシグナルペプチド
を欠くその変異型、本明細書に示されるような完全長天然配列ＬＹ６ポリペプチドの細胞
外ドメイン又は任意の他の断片と少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する、こ
こで定義するような、その生物学的な活性型を意味する。このような変異体ポリペプチド
には、例えば、完全長天然アミノ酸配列のＮ末端又はＣ末端において一又は複数のアミノ
酸残基が付加、もしくは欠失されたポリペプチドが含まれる。特定の態様では、このよう
な変異体ポリペプチドは、ここに開示する完全長天然配列ＬＹ６ポリペプチド配列ポリペ
プチド、及びシグナルペプチドを欠くその変異型、ここに開示するような完全長天然配列
ＬＹ６ポリペプチドの細胞外ドメイン、又は他の任意の断片に対して、少なくとも約８０
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５
％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、又は９９％のアミノ酸配列同一性を有している。
【００１８】
　ここで同定したＬＹ６ポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性
」とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導
入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定のＬＹ６ポリ
ペプチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして
定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を測定する目的のためのアラインメントは、
当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ
、又はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュ
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ータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配
列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを
含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しか
し、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム用
の完全なソースコードが下記の表１に提供されている配列比較コンピュータプログラムＡ
ＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプロ
グラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国著
作権庁, ワシントンD.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号
ＴＸＵ５１００８７で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、
サウス サン フランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、下記の表１に提
供されたソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩ
Ｘ(登録商標)オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ(登録商標)Ｖ４．
０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２
プログラムによって設定され変動しない。
【００１９】
　本明細書で使用する「ＬＹ６変異体ポリヌクレオチド」又は「ＬＹ６変異体核酸配列」
、或いは「ＬＹ６遺伝子」とは、ここで定義されるように、ＬＹ６遺伝子のファミリーメ
ンバーポリペプチド、好ましくはその生物学的な活性型をコードし、ここに同定される完
全長天然配列ＬＹ６ポリペプチド配列、又はここに同定される各完全長ＬＹ６ポリペプチ
ド配列の他の任意の断片をコードする核酸配列(完全長ＬＹ６ポリペプチドの完全なコー
ド化配列の一部分のみを表す核酸によってコードされた)と、少なくとも約８０％の核酸
配列同一性を有する核酸分子を意味する。通常、このような変異体ポリヌクレオチドは、
ここに開示する各完全長天然配列ＬＹ６ポリペプチド配列、又はここに同定される各完全
長ＬＹ６ポリペプチド配列の任意の他の断片をコードする核酸配列と、少なくとも約８０
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、
８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％、又は９９％の核酸配列同一性を有している。このような変異体
ポリヌクレオチドは、天然ヌクレオチド配列を含まない。
　通常、このような変異体ポリヌクレオチドは、天然配列ポリペプチドとは、少なくとも
約５０ヌクレオチド長が異なり、あるいはその変異は少なくとも約５０、５５、６０、６
５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、
１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、
１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、
２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、
３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、
４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、
５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、
６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、
７５０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、
８５０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、
９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、又は１０００ヌクレオチド長に亘り、この文
脈の「約」という用語は、表示ヌクレオチド配列長にその表示長の１０％を加えるか又は
減じたものを意味する。
【００２０】
　ここで同定されるＬＹ６遺伝子ポリペプチドコード化核酸配列に対する「パーセント(
％)核酸配列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必
要ならば間隙を導入し、対象のＬＹ６遺伝子核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配
列中のヌクレオチドのパーセントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を測定す
る目的のためのアラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳ
Ｔ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアの
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ような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。
ここでの目的のためには、％核酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム用の完全な
ソースコードが下記の表１に提供されている配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ
-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムは
ジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国著作権庁,
ワシントン D.C.，20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５
１００８７の下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サウ
スサンフランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、下記の表１に提供され
たソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ(登録
商標)オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ(登録商標)Ｖ４．０Ｄで
の使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログ
ラムによって設定され変動しない。
　核酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与え
られた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性(あるいは、与えられた核酸
配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸
配列Ｃと言うこともできる)は次のように計算される：
　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＣ及びＤのアラインメント
によって同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチ
ド数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸
配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。
％核酸配列同一性の計算の例として、表４及び５に「比較ＤＮＡ」と称される核酸配列の
「ＲＥＦ-ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示し、こ
のとき「ＲＥＦ-ＤＮＡ」が対象となる仮説的ＬＹ６遺伝子コード化核酸配列を表し、「
比較ＤＮＡ」が対象となる「ＲＥＦ-ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸分子のヌク
レオチド配列を表し、そして「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」の各々が異なった仮想ヌクレオチ
ドを表す。特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直ぐ上のパラグ
ラフに示したようにＡＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用いて得られる。
　他の実施態様では、ＬＹ６遺伝子変異体ポリヌクレオチドとは、それぞれ、ＬＹ６ポリ
ペプチドをコードする核酸分子であり、好ましくはストリンジェントなハイブリダイゼー
ション及び洗浄条件下で、それぞれ、ここに記載の完全長ＬＹ６ポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列とハイブリダイゼーションすることができる。このような変異体ポリ
ペプチドは、このような変異体ポリヌクレオチドによってコードされているものであり得
る。
【００２１】
　ここに開示される種々のＬＹ６ポリペプチドを記載するために使用される「単離」とは
、自然環境の成分から同定され及び分離及び／又は回収されたポリペプチドを意味する。
その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典型的には妨
害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含
まれる。好ましい実施態様では、このようなポリペプチドは、(１)スピニングカップシー
クエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸
配列を得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色
を用いた非還元あるいは還元条件下でＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される
。このような単離されたポリペプチドには、ＬＹ６ポリペプチドの自然環境由来の少なく
とも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる
。しかしながら、通常は、このような単離されたポリペプチドは少なくとも一つの精製工
程により調製される。
　「単離された」ＬＹ６ポリペプチドをコードする核酸は、同定され、ポリペプチドをコ
ードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも一つの汚染核酸分子から分離された
核酸分子である。上述のような単離された核酸分子のいずれもが、天然に見出される形態
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あるいは設定以外のものである。故に、そのような核酸分子のいずれもが、天然の細胞中
に存在する特異的なポリペプチドコード化核酸分子とは区別される。
【００２２】
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列と、リボソーム結合部位を含む。
真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用する
ことが知られている。
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
　遺伝子発現について本明細書で用いられる「発現」という用語は、ｍＲＮＡを生成する
タンパク質をコードする遺伝子の転写、及び遺伝子によりコードされるタンパク質を生成
するｍＲＮＡの翻訳を意味する。よって、発現の増大又は低減は、遺伝子の転写の増大又
は低減、及び／又は転写によるｍＲＮＡの翻訳の増大又は低減を意味する。
【００２３】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングに必要な温度が高くなり、プローブが短く
なるとそれに必要な温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補鎖がそ
の融点より低い環境に存在する場合に、変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プ
ローブとハイブリダイゼーション配列の間で所望される相同性の程度が高くなればなるほ
ど、用いることができる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件
をよりストリンジェントにすることになり、低い温度はストリンジェントを低下させるこ
とになる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーの更なる詳細及び説明につ
いては、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology(Wiley Interscience Pub
lishers, 1995)を参照のこと。
　ここで定義される「ストリンジェント条件」又は「高度のストリンジェンシー条件」は
、(１)洗浄に低イオン強度及び高温度を用いる、例えば、５０℃で、０．０１５Ｍの塩化
ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウム
；(２)ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤を用いる、例えば、４２℃で
、５０％(ｖ／ｖ)ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール／０
．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファー、
及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム；又は(３)４２℃で、５
０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ(０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリ
ウム)、５０ｍＭのリン酸ナトリウム(ｐＨ６．８)、０．１％のピロリン酸ナトリウム、
５×デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ(５０μｇ／ｍｌ)、０．１％ＳＤＳ、及び
１０％の硫酸デキストラン溶液中で終夜ハイブリダイゼーション、４２℃で、０．２×Ｓ
ＳＣ(塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム)中にて１０分間の洗浄、ついで５５℃で、Ｅ
ＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる１０分間の高ストリンジェンシー洗浄を用いるもの
によって同定される。
　「中程度のストリンジェント条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laborator
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y Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989)に記載されているように同定さ
れ、上記のストリンジェントより低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件(例えば
、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ)の使用を含む。中程度のストリンジェント条件は、２
０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ(１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウ
ム)、５０ｍＭリン酸ナトリウム(ｐＨ７．６)、５×デンハード液、１０％硫酸デキスト
ラン、及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中にて３７℃での終夜イ
ンキュベーション、次いで１×ＳＳＣ中にて約３７－５０℃でのフィルターの洗浄といっ
た条件である。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、どの
ようにして温度、イオン強度等を調節するかを認識する。
【００２４】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」と融
合したＬＹ６ポリペプチド又はＬＹ６ポリペプチド結合剤を含んでなるキメラポリペプチ
ドを意味する。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープを提供するのに
十分な残基を有し、その長さは融合するポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い
。また、タグポリペプチドは、好ましくはそのような抗体が他のエピトープと実質的に交
差反応をしないように十分に独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくと
も６のアミノ酸残基、通常は約８～５０のアミノ酸残基(好ましくは、約１０～２０の残
基)を有する。
　ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるポリペプチ
ドの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するポリペプチドの形態を意味し、その中で
、「生物学的」活性とは、天然又は天然発生ポリペプチドが保持する抗原性エピトープに
対する抗体の生成を誘発する能力以外の、天然又は天然発生ポリペプチドによって引き起
こされる生物機能(阻害又は刺激)を意味し、「免疫学的」活性とは、天然又は天然発生ポ
リペプチドが保持する抗原性エピトープに対する抗体の生成を誘発する能力を意味する。
本明細書において使用される、活性なポリペプチドとは、ＩＢＤに罹患していない同様の
組織上での発現と比較した場合、定性的又は定量的観点からＩＢＤ組織に異なって発現す
る抗原のことである。
【００２５】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、そしてここに開示した天然ポ
リペプチドの生物学的活性を部分的又は完全にブロック、阻害、又は中和する任意の分子
が含まれる。適切なアンタゴニスト分子には、特にアゴニスト又はアンタゴニスト抗体又
は抗体断片、断片、又は天然ポリペプチドのアミノ酸配列変異体、ペプチド、アンチセン
スオリゴヌクレオチド、小有機分子等が含まれる。アンタゴニストを同定する方法は、そ
れを発現する細胞を含む当該ポリペプチドと候補アゴニスト又はアンタゴニスト分子を接
触させ、そして通常は当該ポリペプチドに関連している一又は複数の生物学的活性の検出
可能な変化を測定することが含まれ得る。
　「治療する」又は「治療」又は「緩和」とは、治療上の処置及び予防的療法又は防護的
療法の双方を称し、その目的は、疾病の進行を防ぐか又は衰え(小さく)させることである
。治療はＩＢＤの進行の改善も意味する。
　「診断する」とは、ＩＢＤ、ＵＣ及び／又はクローン病を含むがこれらに限定されない
疾病を区別する特徴を同定する又は決定する過程を指す。診断の過程は、重症度又は疾病
の進行、並びに部位(例えば、消化管内において、又は消化管に沿って、炎症及び／又は
遺伝子発現の変化が見つかった位置)に基づく段階又は腫瘍分類として表現されることが
ある。
【００２６】
　診断を必要とする患者には、既に異常なＬＹ６発現を有している患者、並びにＬＹ６を
異常発現しやすい患者又はＬＹ６の異常発現の予防が必要な患者が含まれる。従って、本
発明の一態様は、ＩＢＤの治療のための治療薬を用いて治療した哺乳動物における治療薬
応答の検出であり、本方法は、コントロールと比較した場合の試験哺乳動物の胃腸組織に
おけるＬＹ６発現を決定することと、ＬＹ６発現レベルが正常なコントロールの発現レベ
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ルと有意に異なっていないことを決定することを含む。一実施態様では、治療薬を用いて
治療した哺乳動物のＬＹ６の発現のレベルが異なるとき(発現が正常なコントロールに近
い、つまり、ＬＹ６の発現レベルが、治療前のＬＹ６発現レベルより低いとき)に、治療
的応答を決定する。
　疾患における成功裏の治療及び改善を評価することに関する上記のパラメータは、医師
にとってよく知られている日常的手法によって容易に測定が可能である。ＩＢＤの治療で
は、有効性は、例えば、病気の進行までの時間(ＴＴＰ)の算定及び／又は反応速度(ＲＲ)
を確かめることによって測定できる。生検を採取して、遺伝子発現を評価し、患者由来の
胃腸組織の病理組織学を観察することができる。予後予測、及び／又は診断の過程に関し
て本明細書に開示される本発明は、ＬＹ６発現の上方制御の測定及び評価に関する。
【００２７】
　ＩＢＤの治療、症状の緩和又は診断のための「哺乳動物」又は「哺乳類の患者」とは、
哺乳動物に分類される任意の動物を意味し、ヒト、家畜用及び農場用動物、動物園、スポ
ーツ、又はペット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギ、
フェレットなどを含む。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
　一又は複数の更なる治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時(同時期)及び任意の順序
での連続した投与を含む。
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性で
ある。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に
許容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アス
コルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リジン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮ(登
録商標)、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ(登録商標)を含む
。
【００２８】
　「固相」又は「固体支持体」とは、ポリペプチド、核酸、抗体又はＬＹ６結合剤が接着
又は付着できる非水性マトリクスを意味する。ここに包含される固相の例は、部分的又は
全体的にガラス(例えば、径の調整されたガラス)、ポリサッカリド(例えばアガロース)、
ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及びシリコーンで形成された
ものを含む。或る実施態様では、前後関係に応じて、固相はアッセイ用プレートのウェル
；その他では精製用カラム(例えばアフィニティークロマトグラフィーカラム)を含むこと
ができる。また、この用語は、米国特許第４２７５１４９号に記載されたような別々の粒
子の不連続な固相も含む。
　「リポソーム」は、哺乳動物への薬物輸送に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活
性剤を含む種々のタイプの小胞体である。リポソームの成分は、通常は細胞膜の脂質配向
に類似した２層構造に配列される。
　ここで定義されている「小」分子又は「小」有機分子とは、約５００ダルトン未満の分
子量である。
【００２９】
　アンタゴニスト剤の「有効量」とは、限定するものではないが、遺伝子又はそれにコー
ドされるタンパク質の機能を完全に又は部分的に阻害するなどの生理的効果をもたらすた
めに十分な量のことである。「有効量」は、この目的に関連して、経験的及び常套的に決
定することができる。
　「治療的有効量」という用語は、患者又は哺乳動物の疾患又は疾病を「治療」するのに
効果的なアンタゴニスト又は他の薬剤を指す。ＩＢＤの場合、治療的有効量の薬はＬＹ６
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の異常発現を生理的に正常なレベルに回復させる、胃腸の炎症を減じる、胃腸の病変の数
を減じる、及び／又はＩＢＤ、ＵＣ及び／又はＣＤに関連する一又は複数の症状をある程
度まで緩和する。「治療する」のここでの定義を参照せよ。
　アンタゴニストの「増殖阻害量」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞の増殖をインビト
ロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍性細胞増殖を阻害するために、そのような量
は経験的及び常套的な形で決定することができる。
　アンタゴニストの「細胞障害性量」は、細胞、特に増殖性細胞、例えば癌細胞をインビ
トロ又はインビボで破壊できる量である。腫瘍性細胞増殖の阻害の目的のため、経験的及
び常套的な形で決定することができる。
【００３０】
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、抗ＬＹ６モノクローナ
ル抗体(アンタゴニスト及び中和抗体)、多エピトープ特異性を有する抗ＬＹ６抗体成分、
ポリクローナル抗体、一本鎖抗ＬＹ６抗体、多特異性抗体(例えば、二重特異性)及び所望
する生物学的又は免疫学的活性を示す限りは上に列挙した抗体の全ての抗原結合断片(下
記参照)を含む。「免疫グロブリン」(Ｉｇ)という用語は、ここでの抗体と相互に置き換
え可能に用いられる。
　「単離された抗体」とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものを意味する。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への使用を妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れる。好ましい実施態様では、抗体は、(１)ローリー(Lowry)法によって定量して９５重
量％以上の、最も好ましくは９９重量％以上の抗体まで、(２)スピニングカップシークエ
ネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残
基を得るのに充分な程度まで、あるいは(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色
を用いた還元又は非還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離
された抗体には、組換え体細胞内のインサイツの抗体が含まれるが、これは抗体の自然環
境の少なくとも一つの成分が存在しないからである。しかしながら、通常は、単離された
抗体は少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００３１】
　基本的な４-鎖抗体ユニットは２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖から構成
されるヘテロ四量体の糖タンパクである(ＩｇＭ抗体は、基本的なヘテロ四量体ユニット
とそれに付随するＪ鎖と称される付加的なポリペプチドの５つからなり、よって１０の抗
原結合部位を有するが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、基本的４-鎖ユニットとそれ
付随するＪ鎖のうち２-５つを含む多価集合を形成可能である)。ＩｇＧの場合、４-鎖ユ
ニットは一般的に約１５００００ダルトンである。それぞれのＬ鎖は１つの共有ジスルフ
ィド結合によってＨ鎖に結合するが、２つのＨ鎖はＨ鎖のアイソタイプに応じて一又は複
数のジスルフィド結合により互いに結合している。それぞれのＨ及びＬ鎖はまた規則的な
間隔を持った鎖内ジスルフィド結合を持つ。それぞれのＨ鎖は、α及びγ鎖の各々に対し
ては３つの定常ドメイン(ＣＨ)が、μ及びεアイソタイプに対しては４つのＣＨドメイン
が続く可変ドメイン(ＶＨ)をＮ末端に有する。それぞれのＬ鎖は、その他端に定常ドメイ
ン(ＣＬ)が続く可変ドメイン(ＶＬ)をＮ末端に有する。ＶＬはＶＨと整列し、ＣＬは重鎖
の第一定常ドメイン(ＣＨ１)と整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変
ドメイン間の界面を形成すると考えられている。ＶＬとＶＨは共同して対になって、単一
の抗原結合部位を形成する。異なるクラスの抗体の構造及び特性は、例えばBasic and Cl
inical Immunology, ８版, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parslow(
編), Appleton ＆ Lange, Norwalk, CT, 1994, ７１頁及び６章を参照のこと。
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖には、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッ
パ及びラムダと呼ばれる２つの明確に区別される型の一つを割り当てることができる。ま
た、その重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンには異なっ
たクラス又はアイソタイプを割り当てることができる。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭという免疫グロブリンの５つの主要なクラスがあり、それぞれα、δ、ε、γ
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及びμと呼ばれる重鎖を有する。さらにγ及びαのクラスは、ＣＨ配列及び機能等の比較
的小さな差異に基づいてサブクラスに分割され、例えば、ヒトにおいては次のサブクラス
：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２が発現する。
【００３２】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部分が抗体の間で配列が広範囲に異なるこ
とを意味する。Ｖドメインは抗原結合性を媒介し、その特定の抗原に対する特定の抗体の
特異性を定める。しかし、可変性は可変ドメインの概ね１１０-アミノ酸スパンを通して
均等には分布されていない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９－１２アミノ酸長である「
高頻度可変領域」と称される極度の可変性を有するより短い領域によって分離された１５
－３０アミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる比較的不変の伸展からなる。天然
重鎖及び軽鎖の可変ドメイン各々は、大きなβ-シート配置をとり、３つの高頻度可変領
域により接続された４つのＦＲ領域を含み、それはループ状の接続を形成し、β-シート
構造の一部を形成することもある。各鎖の高頻度可変領域はＦＲにより他の鎖からの高頻
度可変領域とともに極近傍に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している(Kabat
等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ED. Public Health Servi
ce, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))。定常ドメインは抗体の抗
原への結合に直接は関係ないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞障害(
ＡＤＣＣ)における抗体の寄与を示す。
　ここで使用されるところの「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合に寄与する抗体の
アミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は一般には「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」
からのアミノ酸残基(例えば、軽鎖可変ドメインのＫａｂａｔ残基２４－３４(Ｌ１)、５
０－５６(Ｌ２)及び８９－９７(Ｌ３)周辺、及び重鎖可変ドメインのＫａｂａｔ残基３１
－３５Ｂ(Ｈ１)、５０－６５(Ｈ２)及び９５－１０２(Ｈ３)周辺；Kabat等, Sequences o
f Proteins of Immunological Interest,５版, Public Health Service, National Insti
tutes of Health, Bethesda, MD.(1991))及び／又は「高頻度可変ループ」からの残基(例
えば、軽鎖可変ドメインのＣｈｏｔｈｉａ残基２６－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及び
９１－９６(Ｌ３)周辺及び重鎖可変ドメインの残基２６－３２(Ｈ１)、５２Ａ－５５(Ｈ
２)及び９６－１０１(Ｈ３)；Chothia及びLesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (1987))を含む
。
【００３３】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、一般に少量で存在
する突然変異等の、モノクローナル抗体の産生の間に生じる可能性のある突然変異を除い
て、同一である及び／又は同じエピトープ(一又は複数)に結合する。このようなモノクロ
ーナル抗体は、一般に、標的に結合するポリペプチド配列を含む抗体を包含しており、こ
の場合の標的に結合するポリペプチドは、複数のポリペプチド配列から単一の標的結合ポ
リペプチド配列を選択することを含むプロセスによって得られたものである。例えば、こ
のような選択プロセスは、複数のクローン、例えばハイブリドーマクローン、ファージク
ローン又は組換えＤＮＡクローンのプールからの、独特のクローンの選択であり得る。選
択された標的結合配列を更に変化させることにより、例えば標的に対する親和性を向上さ
せる、標的結合配列をヒト化する、細胞培養液中でのその産生を向上させる、インビボで
のその免疫原性を低減する、多特異性抗体を作製する等が可能であること、並びに、変化
させた標的結合配列を含む抗体も本発明のモノクローナル抗体であることを理解されたい
。一般に異なる決定基(エピトープ)に対する異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物
と比べて、モノクローナル抗体調製物の内の各モノクローナル抗体は、１の抗原上の単一
の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、通常
他の免疫グロブリンによって汚染されない点で有利である。「モノクローナル」との修飾
詞は、ほぼ均一な抗体の集団から得られるという抗体の特徴を示し、抗体を何か特定の方
法で生成しなければならないことを意味するものではない。例えば、本発明において使用
されるモノクローナル抗体は様々な技術によって作ることができ、それらの技術には例え
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ばハイブリドーマ法(例えば、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)；Harlow等, Antibodie
s: A loboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 第２版 1988)；Hamm
erling等: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 
1981))、組換えＤＮＡ法(例えば、米国特許第４８１６５６７号参照)、ファージディスプ
レイ法(例えば、Clarkson等, Nature, 352:624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 2
22:581-597 (1991)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2004)；Lee等, J. Mol. 
Biol. 340(5):1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467
-12472 (2004)；及びLee等, J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132 (2004)参照)、及び
ヒト免疫グロブリン座位又はヒト免疫グロブリン配列をコードする遺伝子の一部又は全部
を有する動物においてヒト又はヒト様抗体を産生する技術(例えば、国際公開第１９９８
／２４８９３号；国際公開第１９９６／３４０９６号；国際公開第１９９６／３３７３５
号；国際公開第１９９１／１０７４１号；Jackobovits等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature, 362:255-258 (1993)；Bruggemann等, Year in
 Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同第５
５９１６６９号(全てGenPharm)；同第５５４５８０７号；国際公開第１９９７／１７８５
２号；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同
第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；及び同第５６６１０１６号；Marks等, Bio
/Technology, 10:779-783 (1992); Longerg等, Nature, 368:856-859 (1994); Morrison,
 Nature, 368:812-813 (1994); Fishwild等, Nature Biotechnology, 14:845-851 (1996)
; Neuberger, Nature Biotechnology, 14:826 (1996); 及びLongerg及びHuszar, Intern.
 Rev. Immunol., 13:65-93 (1995))が含まれる。
【００３４】
　「キメラ」抗体(免疫グロブリン)は、特定の種由来の抗体、あるいは特定の抗体クラス
又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同である重鎖及び／又
は軽鎖の一部を有し、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体、あるいは他の抗体クラス又は
サブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同であり、並びにそれが所
望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む(米国特許第４８１６５６
７号；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。ここで使
用されるヒト化抗体は、キメラ抗体の１サブセットである。
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト免疫グロブリンから得られた最
小配列を含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度
可変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の特異性、親
和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換された
ヒト免疫グロブリン(レシピエント又はアクセプター抗体)である。ある場合には、ヒト免
疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換
される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基
を含んでいてもよい。これらの修飾は、結合親和性等の抗体の特性をさらに洗練するため
に行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て又はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒ
ト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリ
ン配列のものであるが、ＦＲ領域が結合親和性を向上させる１以上のアミノ酸の置換を含
み得る、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ＦＲに
おけるアミノ酸の置換の数は、一般に重鎖において６以内であり、軽鎖において３以内で
ある。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免
疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらなる詳細は、Jones等, Nature 32
1, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(1988)；及びPresta, Curr. Op. 
Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
【００３５】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(
diabodies)；直鎖状抗体(米国特許第５６４１８７０号、実施例２；Zapata等, Protein E
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ng. 8(10): 1057-1062 [1995])；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性
抗体を含む。
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片と、容易
に結晶化する能力を反映して命名された残留「Ｆｃ」断片を産生する。Ｆａｂ断片は全長
Ｌ鎖とＨ鎖の可変領域ドメイン(ＶＨ)、及び一つの重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)から
なる。各Ｆａｂ断片は抗原結合性に関して一価である、すなわち単一の抗原-結合部位を
有する。抗体のペプシン処理により、単一の大きなＦ(ａｂ')２断片が生じ、これは２価
の抗原結合部位を持つ２つのジスルフィド結合されたＦａｂ断片にほぼ対応し、抗原を交
差結合させることができるものである。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されている
ことによりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、ここでは定常ドメインのシステイン
残基(類)が遊離のチオール基を持つＦａｂ'を表す。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａ
ｂ'断片の対として生成され、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の
化学的結合も知られている。
　Ｆｃ断片はジスルフィドにより一緒に保持されている双方のＨ鎖のカルボキシ末端部位
を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域の配列により決定され、その領域は、所定
の型の細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)によって認識される部位である。
【００３６】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原-認識及び-結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２
つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗
原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ(Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのルー
プ)が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン(又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみ
を含んでなるＦｖの半分)でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識
し結合する能力を持つ。
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」とも略称される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖内
に結合したＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペ
プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それはｓＦＶが
抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、Pluckthu
n in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, 
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)；Borrebaeck 1995, 以下を参照のこと
。
【００３７】
　ここで使用される「ＬＹ６結合ポリペプチド」は、ＬＹ６ポリペプチド、リガンド又は
シグナル伝達成分のそれぞれ、又はＬＹ６結合タンパク質又はその断片に、好ましくは特
異的に結合するオリゴペプチドである。このようなオリゴペプチドは、既知のオリゴペプ
チド合成方法を使用して化学的に合成することができるか、又は組換え技術を用いて調製
及び精製することができる。このようなオリゴペプチドは、通常、少なくとも約５アミノ
酸長であるか、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８
、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、
４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５
５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８
、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、
８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９
５、９６、９７、９８、９９、又は１００アミノ酸長であるか、又はそれ以上である。こ
のうなオリゴペプチドは、既知の技術を用いることにより、過度に実験を行うことなく同
定することができる。これに関し、ポリペプチド標的に対する特異的結合能を有するオリ
ゴペプチドについてオリゴペプチドのライブラリをスクリーニングする技術は当技術分野
において既知である(例えば、米国特許第５５５６７６２号、同第５７５０３７３号、同
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第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３４０９号、同第５４０３４８
４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号、国際公開第８４／０３５０６号、
同第８４／０３５６４号、Geysen等、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1
984); Geysen等、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen等、in S
ynthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen等、J. Immunol. Meth., 102:
259-274 (1987); Schoofs等、J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla, S. E.等、Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378 (1990); Lowman, H.B. 等、Biochemistry, 30:10832
 (1991); Clackson, T. 等、Nature, 352: 624 (1991); Marks, J. D.ら、 J. Mol. Biol
., 222:581 (1991); Kang, A.S. 等、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363 (1991), 及
びSmith, G. P., Current Opin. Biotechnol., 2:668 (1991)を参照)。
【００３８】
　対象の標的抗原、例えばＬＹ６に「結合する」ＬＹ６アンタゴニスト(例えば、抗体、
ポリペプチド、オリゴペプチド又は小分子)は、標的に対する結合の親和性が十分である
ことにより、抗原を発現する細胞又は組織の標的化において、有用な診断、予後予測及び
／又は治療薬となり、且つ他のタンパク質と交差反応しないものである。望ましくないマ
ーカーポリペプチドへの結合範囲は、特定の所望の標的に対する結合の約１０％未満であ
り、これは蛍光標識細胞分取(FACS)分析又は放射性免疫沈降法(ＲＩＡ)などの一般的な技
術により測定可能である。
　更に、特定のＬＹ６ポリペプチド又は特定のＬＹ６ポリペプチド標的上のエピトープ「
(に対する)特異的結合」、「に特異的に結合する」又は「に特異的である」という表現は
、非特異的相互作用とは測定可能に異なる結合を意味する。特定の結合は、例えば、コン
トロール分子と比較したある分子の結合を決定することにより測定することができ、この
場合コントロール分子は結合活性を有さない同じ構造の分子である。例えば、特異的結合
は、標的と類似のコントロール分子との競合、例えば、標識しない標的の過多により定量
することができる。この場合、標識した標的のプローブに対する結合が、標識していない
標的の過多により競合的に阻害されると、特異的結合が示唆される。一実施形態では、こ
のような表現は、１の分子が、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエピトー
プに対し、他のポリペプチド又はポリペプチドのエピトープに殆ど結合することなく結合
するような結合を意味する。或いは、このような表現は、少なくとも約１０－４Ｍ、１０
－５Ｍ、１０－６Ｍ、１０－７Ｍ、１０－８Ｍ、１０－９Ｍ、１０－１０Ｍ、１０－１１

Ｍ、１０－１２Ｍ以上の標的に対してＫｄを有する分子によって表わすことができる。
【００３９】
　胃腸細胞又は組織は、同じ組織型の正常な胃腸細胞又は組織と比較して、当該細胞又は
組織が細胞中のＬＹ６をコードする核酸の増加を示した場合、或いは当該細胞又は組織が
ＬＹ６タンパク質を過剰生成及び分泌した場合、ＬＹ６ポリペプチドを「過剰発現する」
。このような過剰発現は、遺伝子増幅により、又は転写又は翻訳を増加させることにより
引き起こされてもよい。細胞表面におけるレベルを増大又は低下させるか、又は分泌され
たタンパク質のレベルを増大又は低下させる発現レベルの変化を測定する様々な診断アッ
セイ又は予後予測アッセイが既知であり、それには抗ＬＹ６抗体を用いた免疫組織化学ア
ッセイ、ＦＡＣＳ分析等が含まれる。あるいは、細胞におけるＬＹ６ポリペプチドコード
化核酸又はｍＲＮＡのレベルを、例えばＬＹ６コード化核酸又はその補体に対応する核酸
に基づくプローブを用いた蛍光インサイツハイブリダイゼーション(ＦＩＳＨ；1998年10
月公開のWO98/45479参照)、サザンブロット法、ノーザンブロット法、又はポリメラーゼ
連鎖反応(ＰＣＲ)法、例えばリアルタイム定量ＰＣＲ(ＲＴ－ＰＣＲ)により測定してもよ
い。あるいは、ＬＹ６ポリペプチドの過剰発現は、血清のような生体液中の脱落抗原を測
定することにより測定される(例えば、1990年6月12日公開の米国特許第4,933,294号；199
1年4月18日公開のWO91/05264；1995年3月28日公開の米国特許第5,401,638号；及びSias等
, J. Immunol. Methods 132: 73-80(1990)参照)。前記アッセイのみならず、技術熟練者
であれば様々なインビボアッセイを利用できる。例えば、検知できるラベル、例えば放射
性同位体で任意に標識された抗体に患者の体内の細胞を曝露してもよく、患者の細胞への
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抗体の結合は、例えば放射活性の外側スキャンニングにより、又は抗体に曝露された後で
患者から得られたバイオプシーを分析することにより評価される。
【００４０】
　ここで用いられているように、「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定
常ドメインのエフェクター機能を持つ異種タンパク質(「アドヘシン」)の結合特異性を付
与した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及び結合部位
以外の所望の結合特異性を持つアミノ酸配列(即ち「異種」)と免疫グロブリン定常ドメイ
ン配列との融合物である。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なく
ともレセプター又はリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列を含む。イムノアドヘシ
ンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３、又はＩｇ
Ｇ-４サブタイプ、ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ
などの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
　「標識」という語は、ここで用いられる場合、「標識化」抗体、オリゴペプチド又は他
の有機分子を作製するために、抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子に直接的又は間接
的に結合させる検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識はそれ自身によって検出可
能でもよく(例えば、放射性同位体標識又は蛍光標識)、あるいは、酵素標識の場合には、
検出可能な基質化合物又は組成物の化学的変換を触媒してもよい。
【００４１】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体(例えば、Ａｔ２１１、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２

及びＬｕの放射性同位体)、化学治療薬、酵素及びその断片、例えば核溶解性酵素、抗生
物質、及び毒素、例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、
植物又は動物起源の酵素的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤
を含むように意図されている。他の細胞障害性剤が下記に記載されている。殺腫瘍性剤は
、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【００４２】
　「化学療法剤」又は「治療薬」は、疾病又は疾患の治療に有用な化学的化合物である。
ＩＢＤの治療のための化学療法剤又は治療薬の例には、限定されるものではないが、抗炎
症剤であるスフファサラジン及び５－アミノサリチル酸(５－ＡＳＡ)が含まれる。メトロ
イダゾール(metroidazole)及びシプロフロキサンはスルファサラジンと同様の効果を有し
、肛門周囲の疾病の治療に特に有用であるように思われる。重症度のさらに高い症例では
、活性な増悪の治療に副腎皮質ステロイドが効果的であり、これは寛解を維持することも
できる。アザチオプリン、６－メルカプトプリン、及びメトトレキサートも、副腎皮質ス
テロイドの慢性投与を必要とする患者に効果を示した。止痢薬も一部の患者において症状
を緩和することができる。栄養療法又は成分栄養は患者の栄養状態を改善することができ
、急性疾患の症状に改善を導くことができる。二次的な小腸の細菌の異常増殖の治療及び
化膿性の合併症の治療に抗生物質が使用される。ＩＢＤの化学療法剤はさらに、次のよう
な生物学的製剤及びその他薬剤、即ち抗β７抗体(例えば、国際公開第２００６０２６７
５９号参照)、抗α４抗体(例えばANTEGEN(登録商標))、抗ＴＮＦ抗体(REMICADE(登録商標
))又は限定されないが５－ＡＳＡ化合物であるASACOL(登録商標)、PENTASATM.、ROWASAＴ
Ｍ、COLAZALＴＭ、及びPurinetholのようなその他化合物及びプレドニゾンのようなステ
ロイドを含む非タンパク質化合物を含む。癌の治療のための化学療法剤の例には、ヒドロ
キシウレアタキサン(例えばパクリタキセル及びドセタキセル)及び／又はアントラサイク
リン抗生物質；チオテパ及びシクロスホスファミド(CYTOXAN(登録商標))のようなアルキ
ル化剤；ブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アル
キル類；ベンゾドーパ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレ
ドーパ(uredopa)のようなアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレ
ンメラミン、トリエチレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenet
hiophosphoramide)及びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレン
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イミン類及びメチラメラミン類；アセトゲニン(acetogenins)(特にブラタシン(bullataci
n)及びブラタシノン(bullatacinone))；δ-９-テトラヒドロカンナビノール(ドロナビノ
ール、MARINOL(登録商標))；β-ラパコン；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カン
プトセシン(合成類似体トポテカン(topotecan)(HYCAMTIN(登録商標))、ＣＰＴ-１１(イリ
ノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン(acetylcamptothecin)、スコ
ポレクチン(scopolectin)、及び９-アミノカンプトテシン(9-aminocamptothecin)を含む)
；ブリオスタチン；カリスタチン(callystatin)；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン(adoz
elesin)、カルゼレシン(carzelesin)及びバイゼレシン(bizelesin)合成類似体を含む)；
ポドフィリン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(cryptophycin)(特にク
リプトフィシン１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン(dolastatin)；デュオカルマ
イシン(duocarmycin )(合成類似体、KW-2189及びCB1-TM1を含む)；エレトロビン(eleuthe
robin)；パンクラチスタチン(pancratistatin)；サルコディクチン(sarcodictyin)；スポ
ンジスタチン(spongistatin)；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チ
ョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタ
ミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembich
in)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスフ
ァミド(trofosfamide)、ウラシルマスタード等のナイトロジェンマスタード；ニトロスレ
アス(nitrosureas)、例えばカルムスチン(carmustine)、クロロゾトシン(chlorozotocin)
、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン(lomustine)、ニムスチン、ラニムスチン；
エネジイン(enediyne) 抗生物質等の抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin
)、特にカリケアマイシンガンマ１Ｉ及びカリケアマイシンオメガＩ１、例えば、Agnew　
Chem Intl. Ed. Engl., 33：183-186(1994)を参照のこと；ダイネミシンＡ(dynemicinＡ)
を含むダイネミシン(dynemicin)；エスペラマイシン(esperamicin)；同様にネオカルチノ
スタチン発光団及び関連色素蛋白エネジイン(enediyne) 抗生物質発光団)、アクラシノマ
イシン(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセ
リン、ブレオマイシン(bleomycins)、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(car
abicin)、カルミノマイシン(carminomycin)、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモ
マイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorubicin)、６-ジアゾ
-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン (モルフォリノ－ド
キソルビシン、シアノモルフォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン及び
デオキシドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン(esorubicin)、イダルビ
シン、マセロマイシン(marcellomycin)、マイトマイシンＣなどのマイトマイシン(mitomy
cins)、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリ
ボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピュ
ーロマイシン、クエラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプト
ニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン
(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；メトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-
ＦＵ)などの抗-代謝産物；デノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリ
ン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)のような葉酸類似体；フルダラビ
ン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのようなプリン類
似体；アンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カル
モフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocita
bine)、フロキシウリジン(floxuridine)のようなピリミジン類似体；カルステロン(calus
terone)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テス
トラクトン(testolactone)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミトタン、ト
リロスタンのような抗副腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のような葉酸リプレニッシャ
ー(replenisher)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；
エニルウラシル(eniluracil)；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)
；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofam
ine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elforn
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ithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium acetate)；エポチロン(epothilone)；エトグ
ルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイニン(lonida
inine)；メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシン(ansamitocin)のようなメイタ
ンシノイド(maytansinoid)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダン
モール(mopidanmol)；ニトラエリン(nitraerine)；ペントスタチン；フェナメット(phena
met)；ピラルビシン；ロソキサントロン(losoxantrone)；２-エチルヒドラジド；プロカ
ルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖類複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキ
サン(razoxane)；リゾキシン(rhizoxin)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogerm
anium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-
トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン(trichothecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベ
ラキュリンＡ(verracurin A)、ロリデンＡ(roridin A)及びアングイデン(anguidine))；
ウレタン；ビンデシン(ELDISINE(登録商標)、FILDESIN(登録商標))；ダカルバジン；マン
ノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロ
マン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ara-C」)；チオテパ；タ
キソイド、例えばタキソール(登録商標)パクリタキセル、(Bristol-Myers Squibb Oncolo
gy, Princeton, NJ)、ABRAXANETM クレモフォール(Cremophor)を含まない、アルブミン設
計のナノ粒子形状のパクリタキセル(American　Pharmaceutical　Partners, Schaumberg,
 Illinois)及びタキソテア(登録商標)ドキセタキセル、(Rhone-Poulenc Rorer, Antony, 
France)；クロランブシル；GEMZAR(登録商標)ゲンシタビン(gemcitabine)；６-チオグア
ニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；シスプラチン及びカルボプラチンのような
プラチナ類似体；ビンブラスチン(VELBAN(登録商標))；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６
)；イホスファミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン(ONCOVIN(登録商標))；オキサリ
プラチン；ロイコボリン；NAVELBINE(登録商標)ビノレルビン；ノバントロン(novantrone
)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandronat
e)；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭ
ＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド類；カペシタビン(capecitabine)(XELODA(登録商
標))；上述したものの製薬的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体；並びに、上記のうちの
２以上の組合せ、例えば、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン及びプ
レドニソロンの併用治療の略記号であるCHOP、及び５-ＦＵとロイコボリン(leucovovin)
と組み合わされるオキサリプラチン(ELOXATINTM)による治療投薬計画の略記号であるFOLF
OXが含まれる。
【００４３】
　「サイトカイン」なる用語は、一つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン
、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュ
リン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば濾胞刺激ホルモン(
ＦＳＨ)、甲状腺刺激ホルモン(ＴＳＨ)、及び黄体化ホルモン(ＬＨ)；肝臓成長因子；線
維芽成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラー阻
害因子；マウス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成
長因子；インテグリン；トロンボポエチン(ＴＰＯ)；ＮＧＦ-β等の神経成長因子；血小
板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長因子(ＴＧＦｓ)；イ
ンシュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン(ＥＰＯ)；骨誘発因子；インター
フェロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニー刺激因子(ＣＳＦｓ)、例え
ばマクロファージ-ＣＳＦ(Ｍ-ＣＳＦ)；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ(ＧＭ-ＣＳＦ)；
及び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；インターロイキン(ＩＬｓ)、例えばＩＬ-１、ＩＬ-１ａ
、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-
１１、ＩＬ-１２；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキッ
トリガンド(ＫＬ)を含む他のポリペプチド因子である。ここで用いられる際、用語サイト
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カインには、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク質、及び天然配列サイ
トカインの生物学的に活性な等価物が含まれる。
【００４４】
　「パッケージ挿入物」という用語は、効能、用途、服用量、投与、配合禁忌及び／又は
その治療薬の用途に関する警告についての情報を含む、治療薬の商業的包装を慣習的に含
めた指示書を指す。
　「上皮」及び「上皮性」とは、内側及び外側の体表面の細胞の被覆(皮膚、粘膜、漿液)
を意味し、これには、それらに由来する腺及びその他の構造、例えば角膜、食道、上皮、
及び毛包上皮の細胞が含まれる。他の例示的な上皮組織には、嗅上皮－鼻腔の嗅覚領域に
並ぶ、嗅覚のレセプターを含む偽重層上皮；腺性上皮－分泌細胞の扁平上皮からなる上皮
；扁平上皮－一又は複数の細胞層からなり、その最上層が平坦な鱗状又は皿状の細胞から
なる上皮が含まれる。上皮は、収縮及び膨張による大きな機械的変化を受ける中空の器官
に並んで見られることを特徴とするような移行上皮も意味することができ、それは例えば
、重層化した扁平上皮と円柱状上皮の間の移行を示す組織である。
　細胞の「増殖状態」とは、細胞の増殖の速度及び／又は細胞の分化の状態を指す。「変
化した増殖状態」とは、異常な速度での増殖を特徴とする増殖状態であり、例えば正常細
胞と比較して増殖の増大又は低減を示す細胞である。
【００４５】
　「ＬＹ６」又は「ＬＹ６ポリペプチド」という用語は、ここでは、哺乳類のＬＹ６遺伝
子ファミリーの哺乳類の相同体を総称的に意味する。「ＬＹ６」という用語は、タンパク
質又は核酸を表わすために使用することができる。
　ここで使用される「過剰発現」という用語は、ある組織における、同組織の正常な発現
レベルより高い細胞遺伝子の発現レベルを意味する。ここで使用される「低発現」という
用語は、ある組織における、同組織の正常な発現レベルより低い細胞遺伝子の発現レベル
を意味する。いずれの場合も、過剰発現又は低発現は、本研究の制御された条件下におい
て、正常な発現とは有意に異なる。
　「コントロール」は、ＩＢＤに罹患していない哺乳動物における基礎又は正常発現或い
は活性の測定に使用するために採取される試料を含む。従って、コントロール試料は、多
数の手段により、炎症及び／又はＩＢＤ、ＵＣ或いはＣＤ(標準的な技術により決定され
る)を発症していない組織又は細胞から；例えばＩＢＤに罹患していない被験者由来の非
ＩＢＤ細胞又は組織；ＩＢＤ、クローン病、又は潰瘍性大腸炎の疾病に罹患していない被
験者から；ＩＢＤ、ＣＤ又はＵＣの危険が無いと思われる被験者から；或いはそのような
被験者から得られた細胞又は細胞株から採取することができる。コントロールは既に確立
されている基準も含む。マイクロアレイアッセイを含むｍＲＮＡアッセイのようなアッセ
イのために、コントロールはユニバーサルコントロールとしてもよい。このようなユニバ
ーサルコントロールは、健常組織の混合物、又は限定しないがここに開示されるユニバー
サル基準ＲＮＡなどの様々な組織から得られる細胞株の混合物から単離された特定のＬＹ
６遺伝子のＲＮＡ発現情報に関するものである。従って、本発明に従って行われるあらゆ
る試験又はアッセイは、確立された基準と比較することができ、その都度比較用のコント
ロール試料を採取する必要はない。
【００４６】
表１



(27) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20



(28) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(29) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(30) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(31) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(32) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(33) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(34) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(35) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(36) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(37) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30



(38) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(39) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(40) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(41) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40



(42) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40

50

【００４７】
表２

表３

表４
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表５

【００４８】
本発明の診断方法
　さらに、患部組織及び／又は細胞がコントロールと比較してＬＹ６発現の増大を示す疾
患を特異的な標的として、ＩＢＤの治療薬を使用することができると考えられる。従って
、ＬＹ６発現の増大の検出を用いて、哺乳動物の胃腸組織におけるＣＤ又はＵＣなどのＩ
ＢＤを検出すること、及び／又はヒト患者におけるＩＢＤ、ＵＣ及び／又はＣＤの改善に
有用な化学療法剤を含むＩＢＤ治療薬を用いた治療が特に有効な、組織及び疾患を同定す
ることができる。
　好ましい実施形態では、遺伝子転写物の直接的な検出により、又は活性のタンパク質レ
ベルの検出により、ＬＹ６の発現レベルが検出される。転写物は、ＬＹ６　ｍＲＮＡ転写
物、それらから合成されたｃＤＮＡ、又はＬＹ６遺伝子の増殖が存在するＤＮＡへのハイ
ブリダイゼーション又はプローブに主に応じた幅広い技術のいずれかを用いて検出するこ
とができる。周知の技術には、ノーザンブロット法、逆転写ＰＣＲ及び転写物レベルのマ
イクロアレイ分析が含まれる。ＬＹ６タンパク質レベルの検出方法には、ウェスタンブロ
ット法、免疫沈降法、二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動(２Ｄ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
－好ましくはＬＹ６タンパク質の位置が決定済みである基準と比較される)、及び質量分
析が含まれる。質量分析を一連の精製ステップと連結することにより、特定の試料中にお
ける多数の異なるタンパク質レベルのハイスループット同定が可能になる。質量分析及び
２Ｄ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、タンパク質分解現象、ユビキチン化、リン酸化、脂質の変性
などを含むタンパク質の転写後変性の同定にも使用することができる。ＬＹ６の活性は、
基質のＤＮＡに対する結合又は標的プロモーターのインビトロでの転写活性を分析するこ
とによっても評価することができる。ゲルシフトアッセイ、ＤＮＡフットプリンティング
アッセイ及びＤＮＡ－タンパク質架橋アッセイはすべて、ＤＮＡ上のＧｌｉ結合部位に対
する結合能を有するタンパク質の存在を評価するために使用可能な方法である。J Mol. M
ed 77(6):459-68 (1999); Cell 100(4): 423-34 (2000); Development 127(19): 4923-43
01 (2000)。
　特定の実施形態では、ＬＹ６転写物のレベルを測定し、ＩＢＤ治療化合物を用いて、コ
ントロールに対するＬＹ６レベルの有意な上昇を示す疾病又は疾患の組織を治療する。従
って、ＬＹ６の発現レベルは、患者がＩＢＤを発症しているかどうか、及び患者にＩＢＤ
治療薬を投与するべきかを決定するための有力な診断手段である。
【００４９】
　本発明の方法に使用される抗体組成物
　Ａ．抗ＬＹ６抗体
　一実施形態では、本発明は抗ＬＹ６抗体の用途を提供し、このＬＹ６抗体は、本発明に
おいて、ＵＣのような炎症性腸疾患の存在、重症度、及び同疾患の経過の予後予測の決定
に使用される治療薬、診断薬及び／又は予後予測薬としての用途を見出しうる。そのよう
な目的に使用可能な抗体の例には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗
体、二重特異性抗体、及びヘテロコンジュゲート抗体が含まれる。「抗体」という用語は
ときに、抗原結合断片も含む。抗ＬＹ６抗体は、例えば、R&D Systems(ミネソタ州ミネア
ポリス)から市販されている。抗原としてのＬＹ６に特異的に結合する抗体は、購入可能
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であるか、又は本発明の方法に使用される抗体及びタンパク質化学の分野において既知の
標準的な方法によって調製することができる。ＬＹＰＤ１に対する抗体は、例えば米国特
許第７１４４９９０号に開示されており、ここに参照したことによりこの特許文献の内容
全体をここに包含する。
【００５０】
　　１．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを一又は複数回皮下
(sc)又は腹腔内(ip)注射することにより、動物に産生させる。それは、免疫化されるべき
種において免疫原性であるタンパク質に関連する抗原をコンジュゲートさせるために有用
である(特に合成ペプチドが使用されるとき)。例えば、抗原は、キーホールリンペットヘ
モシアニン(ＫＬＨ)、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、又は大豆トリプシンイン
ヒビターへ、二重官能性又は誘導体形成剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシン
イミドエステル(システイン残基を介する抱合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残
基を介する抱合)、グルタルアルデヒド、及び無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲ及びＲ
１が異なるアルキル基であるＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲを用いてコンジュゲートさせることができ
る。
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ(それぞれウサギ
又はマウスの場合)を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫す
る。１ヶ月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５ないし１
／１０のペプチド又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することにより、追加
免疫する。７ないし１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動物は、
力価がプラトーに達するまで追加免疫する。コンジュゲートはまた、タンパク融合として
組換え細胞培養中で調製することができる。また、ミョウバンのような凝集化剤が、免疫
反応の増強のために好適に使用される。
【００５１】
　　２．モノクローナル抗体
　本明細書中に記載の抗原に対するモノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 
(1975)により最初に記載されたハイブリドーマ法、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８
１６５６７号)によって作成することができる。
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を上記のように免疫し、免疫化に用いられたタンパク質と特異的に結合する抗体を産生す
る、又は産生することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球をインビトロ
で免疫することもできる。免疫化の後、リンパ球を単離し、次いでポリエチレングリコー
ルのような適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞株と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成さ
せる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁(Academic P
ress, 1986))。
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞(融
合パートナーとも呼ばれる)の増殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を好ましくは含
む適当な培地に蒔き、増殖させる。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニ
ンホスホリボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイ
ブリドーマのための選択的培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ－欠失細胞の増殖を妨げる物
質であるヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培
地)。
　好ましい融合パートナーの骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞に
よる抗体の安定な高レベルの発現を支援し、融合していない親細胞に対して選択を行う選
択的培地に対して感受性である細胞である。これらの中でも、好ましい骨髄腫株化細胞は
、マウス骨髄腫ライン、例えば、ソーク・インスティテュート・セル・ディストリビュー
ション・センター(米国カリフォルニア州サンディエゴ)より入手し得るＭＯＰＣ-２１及
びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及び、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(米国
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バージニア州マナッサス)より入手し得るＳＰ-２及び誘導体、例えばＸ６３-Ａｇ８-６５
３細胞から誘導されるものである。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫株化細胞も
またヒトモノクローナル抗体の産生のために開示されている(Kozbor, J.Immunol., 133:3
001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and Application
s, 51-63頁、(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。
【００５２】
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついて検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル抗体
の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(ＲＩ
Ａ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
　例えば、モノクローナル抗体の結合親和性は、Munsonら、Anal. Biochem., 107:220(19
80)に記載のスキャッチャード分析によって測定することができる。
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性な抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同定さ
れたら、そのクローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖
させることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-10
3頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地は、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地を包含する。また、このハイブリドーマ細胞は、動物の腹水症腫
瘍として、例えばマウスへの細胞の腹腔内注入により、インビボで増殖させることができ
る。
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばアフィニティークロマト
グラフィー(例えばプロテインＡ又はプロテインＧ-セファロースを使用するもの)、又は
イオン交換クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳
動、透析などのような常套的な抗体精製法によって、培地、腹水、又は血清から上手く分
離される。
【００５３】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、常法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖
及び軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを用
いることにより)即座に分離されて、配列決定される。ハイブリドーマ細胞は、このよう
なＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび分離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中
に入れ、ついでこれを、この状況以外では抗体タンパク質を産生しない大腸菌細胞、サル
ＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主細
胞中に形質移入し、組換え宿主細胞におけるモノクローナル抗体の合成を獲得することが
できる。抗体をコードするＤＮＡの細菌中の組換え発現に関する参考文献には、Skerraら
、Curr. Opinion in Immunol. 5:256-262 (1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 130:15
1-188 (1992)が含まれる。
　さらなる実施態様では、モノクローナル抗体又は抗体断片は、McCafferty等, Nature, 
348:552-554 (1990)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリから
分離することができる。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marks等, J.Mol.
Biol., 222:581-597 (1991)は、ファージライブラリを使用したマウス及びヒト抗体の分
離を記述している。続く刊行物は、鎖シャフリングによる高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗体
の生成(Marks等, Bio/Technology, 10:779-783[1992])、並びに非常に大きなファージラ
イブラリを構築するための方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Waterhous
e等, Nuc.Acids.Res., 21:2265-2266[1993])を記述している。従って、これらの技術はモ
ノクローナル抗体の分離に対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対する
実行可能な別法である。
　例えば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイン(ＣＨ及びＣＬ)配列を、相同的マウス配列に代
えて置換することによって(米国特許第４８１６５６７号；及びMorrison等, Proc.Nat.Ac
ad.Sci., USA, 81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード配列を非免疫グロブリンポリ
ペプチド(異種ポリペプチド)のコード配列の全部又は一部と融合させることによって、抗
体をコードするＤＮＡを修飾し、キメラ又は融合抗体ポリペプチドを生成することができ
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る。前記の非免疫グロブリンポリペプチド配列は、抗体の定常ドメインと置き代わること
ができるか、又は抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインが置換されて、抗原に対する
特異性を有する１つの抗原結合部位と異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原
結合部位とを含むキメラ二価抗体を作り出す。
【００５４】
　　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の実施に有用な抗ＬＹ６抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含みうる。非
ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化形態は、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又は
その断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ’)２又は非ヒト免疫グロブリン由来
の最小配列を含む、抗体のその他抗原結合サブシーケンス)である。ヒト化抗体には、レ
シピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)由来の残基が、所望の特異性、親和性及び能力を有
するマウス、ラット、又はウサギといった非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲ由来の残基によ
って置換されているヒト免疫グロブリンが含まれる。場合によっては、ヒト免疫グロブリ
ンのＦｖフレームワーク残基が、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体は
、レシピエント抗体にも移入されたＣＤＲ又はフレームワーク配列にも見られない残基も
含みうる。一般に、ヒト化抗体は、すべて又はほぼすべてのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロ
ブリンに対応しており、且つすべて又はほぼすべてのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンの共
通配列である、少なくとも一及び典型的には二の可変ドメインのほぼすべてを含む。最適
には、ヒト化抗体は、免疫グロブリンの定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒト免疫グロブリン
の定常領域(Ｆｃ)、の少なくとも一部も含む[Jones等、Nature, 321:522-525 (1986)；Ri
echmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:59
3-596 (1992)］。
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、従来技術に周知である。一般に、ヒト化抗体は、非ヒ
トである供給源から導入される一又は複数のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミ
ノ酸残基はしばしば「移入」残基と呼ばれ、通常は一の「移入」可変ドメインから取得さ
れる。ヒト化は基本的にWinter及び共同研究者による方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣ
ＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換することにより実行される(Jones等、Nature, 
321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等、Scienc
e, 239:1534-1536 (1988))。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメ
インより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国
特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残
基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位由来の残基によって
置換されたヒト抗体である。
【００５５】
　抗体がヒトの治療用に用いられる場合、抗原性及びＨＡＭＡ応答(ヒト抗マウス抗体)を
低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方のヒト可変ドメインの
選択が非常に重要である。いわゆる「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可変ドメ
インの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリ全体に対してスクリーニングす
る。次に齧歯動物のものと最も近いヒトＶドメイン配列を同定し、その中のヒトフレーム
ワーク(ＦＲ)をヒト化抗体に受け入れる(Sims等, J. Immunol., 151:2296 (1993)；Choth
ia等, J. Mol. Biol., 196:901(1987))。他の方法では、軽又は重鎖の特定のサブグルー
プのヒト抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワーク領域を使用す
る。同じフレームワークをいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(Carter等, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:2623(1993))。
　更に、抗体を、抗原に対する高い結合親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒ
ト化することが重要である。この目標を達成するために、好ましい方法では、親及びヒト
化配列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経て
ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者
にはよく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を
図解し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、
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候補免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫
グログリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして
、例えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるよう
に、ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般
的に、高頻度可変領域残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【００５６】
　ヒト化抗ＬＹ６抗体の様々な形態を考える。例えば、ヒト化抗体は、Ｆａｂなどの、任
意で一又は複数の細胞障害性剤とコンジュゲートしてイムノコンジュゲートを生成する抗
体断片とすることができる。或いは、ヒト化抗体は、インタクトＩｇＧ１抗体などのイン
タクト抗体でもよい。
　ヒト化の代わりに、ヒト抗体を生成することができる。例えば、現在では、免疫化する
ことで、内因性免疫グロブリンの産生無しで、ヒト抗体の全レパートリーを産生すること
のできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが可能である。例えば、キ
メラ及び生殖細胞系突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子のホモ接合
体欠失によって、結果として内因性抗体産生の完全な阻害が起こることが説明されてきた
。ヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子配列の、このような生殖細胞系突然変異体マウスへ
の転移によって、結果として抗原投与時にヒト抗体の産生がおこる。Jakobovits等, Proc
.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362:255-258 (1993); Bru
ggeman等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号、同５５６９８
２５号、同５５９１６６９号(すべてＧｅｎＰｈａｒｍ)；米国特許第５５４５８０７号；
及び国際公開第９７／１７８５２号を参照されたい。
　また、ファージディスプレイ技術(McCafferty等、Nature 348:552-553 (1990))を用い
て、未免疫のドナー由来の免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーからイン
ビトロでヒト抗体及び抗体断片を産生することができる。この技術によれば、抗体Ｖドメ
イン遺伝子を、フレーム単位で、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又はｆｄの大
きい又は小さいコートタンパク質遺伝子でクローンし、ファージ粒子の表面で機能的抗体
断片として表示させる。繊維状粒子がファージゲノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含むので、
抗体の機能特性に基づいた選択も、結果としてこれらの特性を示す抗体をコードする遺伝
子の選択が成される。よって、このファージはＢ細胞の特性の幾つかを模倣している。フ
ァージディスプレイは多様な形式で行うことができる；例えばJohnson, Kevin S. 及びCh
iswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3：564-571(1993)を参照。
Ｖ-遺伝子セグメントの複数の供給源を、ファージディスプレイのために使用できる。Cla
ckson等, Nature, 352：624-628(1991)は、免疫化したマウスの脾臓由来のＶ遺伝子の小
さいランダムなコンビナトリアルライブラリから、多様な抗-オキサゾロン抗体を単離し
た。非免疫化ヒトドナーのＶ遺伝子のレパートリーが構成可能であり、多様な抗原(自己
抗原を含む)に対する抗体は、基本的にMarks等, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又
はGriffith等, EMBO J. 12：725-734(1993)に記載の技術に従って単離することができる
。また、米国特許第５５６５３３２号及び同５５７３９０５号を参照のこと。
　上述のように、ヒト抗体はインビトロで活性化したＢ細胞により産生することもできる
(米国特許第５５６７６１０号及び同５２２９２７５号)。
【００５７】
　　４．抗体断片
　特定の実施態様では、抗体全体より抗体断片を使用する方が有利である。小さな断片は
迅速なクリアランスを可能にしながら対応する完全長分子と同様の抗原結合特異性を保持
し、固形腫瘍へのアクセスを向上させる。
　抗体断片を産生するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、無傷の抗体のタンパク分解性消化によって誘導された(例えば、Morimoto等, Journal o
f Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Science, 2
29:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は、現在は組換え宿主細胞により直
接産生することができる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びｓｃＦｖ抗体断片はすべて大腸菌に発現され
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、且つ大腸菌から分泌されるので、これら断片を容易に大量生成することができる。抗体
断片は、上で論じた抗体ファージライブラリから単離することができる。別法として、Ｆ
ａｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合させてＦ(ａｂ')２
断片を形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプ
ローチ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。
サルベージレセプター結合エピトープ残基を含むインビボでの半減期が増大したＦａｂ及
びＦ(ａｂ’)２断片は、米国特許第５８６９０４６号に記載されている。抗体断片を生成
するのための他の方法は、当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択する抗体
は単鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦｖ)である。国際公開９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８
９４号；及び米国特許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域を
欠く無傷の連結部位を有する唯一の種である；従って、インビボで使用している間の減少
した非特異的結合に適している。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ又はカルボキ
シ末端のどちらかで、エフェクタータンパク質の融合体が生成されるように構成されても
よい。上掲のAntibody Engineering, Borrebaeck編を参照のこと。また、抗体断片は、例
えば米国特許第５６４１８７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい
。そのような直鎖状抗体断片は単一特異性又は二重特異性であってもよい。
【００５８】
　　５．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも二つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗
体である。二重特異性抗体は、ここに記載される特定のＬＹ６ポリペプチドの二つの異な
るエピトープに結合するか、又は別個の抗原に結合することができる。他の同様の抗体は
、別のタンパク質に対する結合部位を有する上記ＬＹ６結合部位を兼ね備えることができ
る。二重特異性が本発明の診断方法に有用である場合、第二の抗体のアームは検出可能な
ポリペプチドに結合できる。二重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体断片(例えば、Ｆ(ａ
ｂ’)２二重特異性抗体)として調製することができる。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該分野において既知である。完全長二重特異性抗体
の伝統的な産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの
鎖は異なる特異性を持っている(Millstein等, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グロブ
リン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四部雑
種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい
二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行われる
正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が国際公開第９３
／０８８２９号及びTraunecker等, EMBO J. 10:3655-3659(1991)に開示されている。
【００５９】
　異なったアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原-抗体結
合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。好ましくは、該融合は少なく
ともヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含むＩｇ重鎖定常ドメインである。軽鎖の結
合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を、融合の少なくとも一つに存在させ
ることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合、望まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコ
ードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当な宿主細胞に同時トランス
フェクトする。これにより、組立に使用される３つのポリペプチド鎖の等しくない比率が
所望の二重特異性抗体の最適な収率をもたらす態様において、３つのポリペプチド断片の
相互の割合の調節における柔軟性が増大する。しかし、少なくとも２つのポリペプチド鎖
の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が所望の差の組み合わせの
収率に有意な影響を及ぼさないときは、２又は３個全てのポリペプチド鎖のためのコード
化配列を単一の発現ベクターに挿入することが可能である。
　この手法の好ましい一実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する一
方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロブ
リン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分にし
か免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、所
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望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易に
することが分かった。このアプローチ法は、国際公開第９４／０４６９０号に開示されて
いる。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in E
nzymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
【００６０】
　米国特許第５７３１１６８号に記載された他の手法によれば、一対の抗体分子間の界面
を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすること
ができる。好適な界面はＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗
体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン
又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「
キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置
き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのよう
な不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供され
る。
　二重特異性抗体は、架橋した抗体又は「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、
ヘテロコンジュゲートの抗体の一方はアビジンに、他方はビオチンに結合することができ
る。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を望ましくない細胞に向けるため(米国特許
第４６７６９８０号)、及びＨＩＶ感染の治療のために(国際公開第９１／００３６０号、
同第９２／２００３７３号、及び欧州特許第０３０８９号)提案されている。ヘテロコン
ジュゲート抗体も、各抗体に検出可能な複数のマーカーを付与することによってアッセイ
検出を向上させることにより、本発明の方法に使用することができる。ヘテロコンジュゲ
ート抗体は、便利な架橋方法のいずれかを使用して作製することができる。適切な架橋剤
は当技術分野において周知であり、多数の架橋技術と共に米国特許第４６７６９８０号に
開示されている。
【００６１】
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤、亜砒酸ナトリウムの存在下で還元
して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生されたＦａ
ｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に変換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ
誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再変換
し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られ
た二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
　最近の進歩により、大腸菌からのＦａｂ'-ＳＨ断片の直接の回収が容易になり、これは
化学的に結合して二重特異性抗体を形成することができる。Shalaby等,J.Exp.Med., 175:
217-225 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述して
いる。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受け
て二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体は、正常なヒト
Ｔ細胞、及びＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的
に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生成されている。
Kostelny等, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生成に対して使用す
ることができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により
記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供
した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリンカ
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ーによりＶＬにＶＨを結合してなる。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の
断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、よって２つの抗原結合部
位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により二重特異性抗体断片を製造する他
の方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【００６２】
　　６．多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。好ましい二量化ドメインはＦｃ
領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、抗体はＦｃ
領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであろう。
ここで、好ましい多価抗体は３ないし８、好ましくは４の抗原結合部位を有する(又はそ
れらからなる)。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(好ましくは２つのポリペプ
チド鎖)を有し、ポリペプチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例えば
、ポリペプチド鎖(類)はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１は
第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポリ
ペプチド鎖の一つであり、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又は
１である。例えば、ポリペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１-
Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は、
好ましくは少なくとも２つ(好ましくは４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有
する。ここで多価抗体は、例えば約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。
ここで考察される軽鎖可変ドメインポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によっ
てはＣＬドメインを更に有する。
【００６３】
　　７．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば抗体の抗原依存性細胞媒介性
細胞障害性(ＡＤＣＣ)及び／又は補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)を向上させることが望ま
しい。これは、抗体のＦｃ領域に一又は複数のアミノ酸置換を導入することにより達成す
ることができる。別法として又は付加的に、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それに
より、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのようにして生
成された同種二量体抗体は、向上したインターナリゼーション能力及び／又は増加した補
体媒介細胞殺傷及び抗体－依存細胞性細胞障害性(ＡＤＣＣ)を有する可能性がある。Caro
n等, J. Exp. Med. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes,　B. J. Immunol. 148: 2918-292
2 (1992)参照。また、向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolff等, Cancer Re
search 53: 2560-2565 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いて調製すること
ができる。あるいは、抗体は、２つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体
溶解及びＡＤＣＣ能力を向上させることもできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Desi
gn 3: 219-230 (1989)参照。抗体の血清半減期を増大させるために、例えば米国特許第５
７３９２７７号に記載のように、抗体(特に抗体断片)へサルベージレセプター結合エピト
ープを導入してもよい。ここで使用される場合の「サルベージレセプター結合エピトープ
」なる用語は、ＩｇＧ分子のインビボ血清半減期を増加させる原因であるＩｇＧ分子(例
えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを意味する
。
【００６４】
　　８．イムノコンジュゲート(免疫抱合体)
　また、本発明は、化学療法剤、増殖阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状菌、植物又は動
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物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放射性コンジュゲ
ート)などの細胞毒性剤にコンジュゲートした抗体を含む、イムノコンジュゲートに関す
る。
　　　　ａ．化学療法剤
　こういったイムノコンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を上記に記載した。用いる
ことのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合
活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modecci
n)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質
、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)
タンパク質(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チャランチア(momo
rdica charantia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・
オフィシナリス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリ
ン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノ
マイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート
抗体の生成には、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ
、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害性薬のコ
ンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミ
ジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、
イミドエステルの二官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣｌ等)、活性エステル(ジ
スクシンイミジルスベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合
物(ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(
ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-
ジイソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロ
ベンゼン等)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:
1098 (1987)に記載されているように調製することができる。炭素-１４-標識１-イソチオ
シアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射性ヌ
クレオチドの抗体への抱合(コンジュゲート)のためのキレート剤の例である。国際公開公
報第１９９４／１１０２６参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、トリコテセン、及びＣＣ１０６５、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導
体もまた、ここで考察される。
【００６５】
　Ｂ．ＬＹ６結合オリゴペプチド
　本発明のＬＹ６結合オリゴペプチドはここで記載される様なＬＹ６ポリペプチドに、好
ましくは特異的に、結合するオリゴペプチドである。ＬＹ６結合オリゴペプチドは、既知
のオリゴペプチド合成法を用いて化学的に合成することができ、あるいは組換え技術を用
いて調製及び生成することができる。ＬＹ６結合オリゴペプチドは通常、少なくとも約５
のアミノ酸長であり、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１－７３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４
１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４
、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、
６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８
１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４
、９５、９６、９７、９８、９９又は１００のアミノ酸長以上であり、このようなオリゴ
ペプチドはここに記載される様なＬＹ６ポリペプチドに対して好ましくは特異的に結合す
る能力がある。ＬＹ６結合オリゴペプチドは、よく知られた技術を用いて過度の実験をす
ることなしに同定することができる。この点において、ポリペプチド標的に特異的に結合
する能力のあるオリゴペプチドのオリゴペプチドライブラリを検索する技術は当分野でよ
く知られていることを注記する(例えば、米国特許第５５５６７６２号、同第５７５０３



(52) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40

50

７３号、同第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３４０９号、同第５
４０３４８４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号；ＰＣＴ公開第ＷＯ８４
／０３５０６号、及びＷＯ８４／０３５６４号；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S
.A., 81:3998-4002 (1984)；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1
985)；Geysen等, in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)；Geysen等, J. 
Immunol. Meth., 102:259-274 (1987)；Schoofs等, J. Immunol., 140:611-616 (1988), 
Cwirla,S.E.等(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378；Lowman,H.B.等 (1991) Bi
ochemistry, 30:10832；Clackson,T.等 (1991) Nature, 352:624；Marks,J.D.等 (1991) 
J. Mol. Biol., 222:581；Kang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363、
及びSmith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参照)。
　この点において、バクテリオファージ(ファージ)ディスプレイは、大きなオリゴペプチ
ドライブラリを検索して、ポリペプチド標的に特異的に結合する能力のあるこれらライブ
ラリのメンバーを同定することを可能にするよく知られた技術の一つである。ファージデ
ィスプレイは、様々なポリペプチドがバクテリオファージ粒子の表面上のコートタンパク
質に融合タンパク質として表示されることによる技術である(Scott,J.K.及びSmith G. P.
 (1990) Science 249:386)。ファージディスプレイの有用性は、選択的にランダム化され
たタンパク質変異体(又はランダムクローンｃＤＮＡ)の大きなライブラリを標的分子に高
い親和性で結合するこれらの配列について素早く効果的に分類することができる点にある
。ファージでのペプチド(Cwirla,S.E.等 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378)
又はタンパク質(Lowman,H.B.ら (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson,T.ら (1991)
 Nature, 352: 624; Marks,J.D.等 (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang,A.S.等 (199
1) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363)ライブラーリのディスプレイは、特異的に結
合する特性を有するものについて無数のポリペプチド又はオリゴペプチドをスクリーニン
グするために使用されている(Smith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668)
。ランダム突然変異体のファージライブラリの分類は、多数の変異体を構築して増殖させ
る方法、標的レセプターを用いた親和性精製の方法、及び結合増強の結果を評価する手段
を必要とする。米国特許第５２２３４０９号、同第５４０３４８４号、同第５５７１６８
９号、及び同第５６６３１４３号。
【００６６】
　ほとんどのファージディスプレイ法は繊維状ファージを使用していたが、λファージデ
ィスプレイシステム(国際公開第９５／３４６８３号；米国特許第５６２７０２４号)、Ｔ
４ファージディスプレイシステム(Ren等、Gene, 215:439 (1998); Zhu等、Cancer Resear
ch, 58(15):3209-3214 (1998); Jiang等、Infection & Immunity, 65(11): 4770-4777 (1
997); Ren等、Gene, 195(2):303-311 (1997); Ren, Protein Sci., 5:1833 (1996); Efim
ov等、Virus Genes, 10:173 (1995))及びＴ７ファージディスプレイシステム(Smith及びS
cott, Methods in Enzymology, 217, 228-257 (1993); 米国特許第５７６６９０５号)も
知られている。
　現在、基礎的なファージディスプレイ構想の多くの他の改良及び変形が開発されている
。これらの改良は、選択された標的分子への結合についてペプチドライブラリをスクリー
ニングするための、及びこれらのタンパク質が所望の特性をスクリーニングする潜在能力
で機能性タンパク質をディスプレイするためのディスプレイシステムの能力を増強する。
ファージディスプレイ反応のための組み換え反応手段について記載があり(ＷＯ９８／１
４２７７)及びファージディスプレイライブラリは二分子相互作用(ＷＯ９８／２０１６９
；ＷＯ９８／２０１５９)及び拘束性へリックスペプチドの特性(ＷＯ９８／２００３６)
を分析及び制御するために使用されている。ＷＯ９７／３５１９６は、リガンドが標的分
子に結合しうる第一の溶液、及び親和性リガンドが標的分子に結合しない第二の溶液とフ
ァージディスプレイライブラリを接触させて結合リガンドを選択的に単離する、親和性リ
ガンドの単離方法を記載する。ＷＯ９７／４６２５１は、親和性精製抗体でランダムファ
ージディスプレイライブラリをバイオパニングし、次いで結合ファージを単離し、続いて
マイクロプレートのウェルでマイクロパニングして高親和性結合ファージを単離する方法
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を記載する。黄色ブドウ球菌(Staphlylococcus aureus)タンパク質Ａの親和性タグとして
の使用も報告されている(Li等, (1998) Mol Biotech., 9:187)。ＷＯ９７／４７３１４は
、ファージディスプレイライブラリでもよいコンビナトリアルライブラリを用いて酵素特
異性を識別するための基質サブトラクションライブラリの使用を記載している。ファージ
ディスプレイに用いる洗浄剤における使用に適した酵素を選択する方法はＷＯ９７／０９
４４６に記載される。特異的に結合するタンパク質を選択する更なる方法は、米国特許第
５４９８５３８号、同第５４３２０１８号、及びＷＯ９８／１５８３３に記載されている
。
　ペプチドライブラリの作製及びこれらのライブラリのスクリーニングの方法は、米国特
許第５７２３２８６号、同第５４３２０１８号、同第５５８０７１７号、同第５４２７９
０８号、同第５４９８５３０号、同第５７７０４３４号、同第５７３４０１８号、同第５
６９８４２６号、同第５７６３１９２号、及び同第５７２３３２３号に記載される。
【００６７】
　一態様では、本発明はＬＹＰＤ５ポリペプチドのリガンドに関する。図３２は、これが
、形質移入されていないＣＯＳ細胞(Ａ)及びＧＬＧ－１で形質移入されてＬＹＰＤ５－Ｆ
ｃタンパク質で染色されているＣＯＳ細胞を示すことを実証するものである。一実施態様
では、ＬＹＰＤ５のリガンドは、配列番号１７、１９、２１又は２３に示される核酸によ
ってそれぞれコードされた、配列番号１８、２０、２２又は２４に示されるゴルジ複合体
局在糖タンパク質１(ＧＬＧ－１)又はＥセレクチン(ＥＳＬ－１)ポリペプチドである。別
の実施態様では、ＧＬＧ－１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドには、少なくと
も１５、少なくとも２５、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも２５０、少な
くとも５００、少なくとも７５０、少なくとも１０００、少なくとも１２５０、少なくと
も１５００、少なくとも１７５０、少なくとも２０００、少なくとも２０４０、少なくと
も２０９０、少なくとも２１５０、少なくとも２２００、少なくとも２３００、少なくと
も２４００、少なくとも２５００、少なくとも２６００、少なくとも２７００、少なくと
も２８００、少なくとも２９００、少なくとも３０００、少なくとも３１００、少なくと
も３２００、少なくとも３３００、少なくとも３４００、少なくとも３５００、少なくと
も３６００、少なくとも３７００、又は少なくとも３７２０の、配列番号１７、１９、２
１、又は２３の近接するヌクレオチドが含まれ、或いは、ＧＬＧ－１をコードするポリヌ
クレオチドには配列番号１７、１９、２１、又は２３が含まれる。一実施態様では、ＧＬ
Ｇ－１(配列番号１７、１９、２１、又は２３)をコードするポリヌクレオチド、又はその
断片に結合するポリヌクレオチドは、ＧＬＧ－１ポリペプチド又はその断片に対して少な
くとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９
５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％又は１００％の配列同一性を有する。一実施
態様では、ＧＬＧ－１ポリペプチドは、少なくとも１０、少なくとも２５、少なくとも５
０、少なくとも７５、少なくとも１００、少なくとも１２５、少なくとも１５０、少なく
とも１７５、少なくとも２００、少なくとも２２５、少なくとも２５０、少なくとも２７
５、少なくとも３００、少なくとも３２５、少なくとも３５０、少なくとも４００、少な
くとも４５０、少なくとも５００、少なくとも５５０、少なくとも６００、少なくとも６
５０、少なくとも７００、少なくとも７５０、少なくとも８００、少なくとも８５０、少
なくとも９００、少なくとも９５０、少なくとも１０００、少なくとも１０５０、少なく
とも１１００、少なくとも１１５０、又は少なくとも１２００の、配列番号１８、２０、
２２、又は２４の近接するアミノ酸を含むか、或いはＧＬＧ－１ポリペプチドは配列番号
１８、２０、２２、又は２４を含む。ＧＬＧ－１又はＥＳＬ－１は好中球に発現され、好
中球の組織中への血管外遊走に関与していると考えられており、炎症に重要な役割を果た
すと考えられる(ここにその内容全体を包含するHidalgo等、(2007) Immunity, 26(4): 47
7-489を参照されたい)。ＧＬＧ－１又はＥＳＬ－１は１４のシステインリッチＧＬＧ１ド
メインを有する。細胞外ドメイン(ＥＣＤ)は冗長で、後述するように、ＧＬＧ－１　ＥＣ
Ｄの変異体又は断片はＬＹＰＤ５に対する結合能を有することが判明した。
【００６８】
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　別の実施態様では、ＬＹＰＤ５リガンドは、ここに開示されるＧＬＧ－１又はＥＳＬ－
１分子の変異体又は断片である。図３３Ａ－Ｂに示すように、ＧＬＧ－１又はＥＳＬ－１
は、実施例１１に示すフラグメント１、２、３、及び４として見ることができ、４つの断
片のいずれか一つはＬＹＰＤ５結合に十分である。
　別の実施態様では、ＬＹＰＤ５リガンドは、単一のＧｌＧ－１ドメインであるＧＬＧ－
１又はＥＳＬ－１の変異体又は断片である。図３４Ａ－Ｂに示すように、ＧＬＧ－１は複
数のＧＬＧ－１ドメインからなり、実施例１１に説明するように、単一のＧＬＧ－１ドメ
インはＬＹＰＤ５結合に十分である。
　別の実施形態では、ＬＹＰＤ５リガンドは、ＬＹＰＤ５に特異的なＧＬＧ－１又はＥＳ
Ｌ－１の変異体又は断片である。図３５Ａ－Ｂに示すように、ＧＬＧ－１は、ドメイン２
６－１１４、ドメイン１１５、及びドメイン１５０を含み、実施例１１に説明するように
、ドメイン１１５はＬＹＰＤ５に結合するが、ドメイン２６－１１４はＬＹＰＤ５に結合
しない。
　本発明では、ＬＹ６ファミリーメンバーの変異体を考慮するのと同様にＧＬＧ－１の変
異体も考慮する。
【００６９】
　Ｃ．ポリペプチド変異体
　ここに記載したポリペプチド、抗体及びＬＹ６結合ポリペプチドに加えて、そのような
分子の変異体も本発明で使用するために調製できると考えられる。そのような変異体は、
コード化ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することによって、及び／又は所望の抗
体又はポリペプチドを合成することによって調製できる。当業者は、アミノ酸変化がグリ
コシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化などのこれら分子の翻訳後プ
ロセスを変え得るのを理解するであろう。
　アミノ酸配列の変異は、例えば、米国特許第５３６４９３４号に示す保存的及び非保存
的変異に関する技術及び指針のいずれかを用いて作成することができる。変異は、結果と
して天然配列と比較してアミノ酸配列の変化を生じる、アミノ酸配列をコードする一又は
複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってもよい。場合によっては、変異は、対象のア
ミノ酸配列の一つ又は複数のドメインにおける、少なくとも一つのアミノ酸の他の任意の
アミノ酸との置換による。どのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入
、置換又は欠失され得るかを確かめる指針は、対象のアミノ酸配列を既知の相同タンパク
質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内で生じたアミノ酸配列変化の数を最小にする
ことによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸を類似した構造及び／又は化学
特性を持つ他のアミノ酸で置換すること、例えばロイシンのセリンでの置換、即ち保存的
アミノ酸置換の結果であるとすることができる。挿入及び欠失は、場合によっては１から
５のアミノ酸の範囲内であり得る。許容され得る変異は、配列にアミノ酸の挿入、欠失又
は置換を系統的に作成し、生じた変異体を、完全長又は成熟した天然配列によって示され
る活性に関して試験することによって確かめられる。
【００７０】
　様々なポリペプチドの断片がここに提供される。そのような断片は、例えば完全長天然
抗体又はタンパク質と比較した時に、Ｎ末端又はＣ末端で切断しているか、又は内部残基
を欠いている可能性がある。ＬＹ６ポリペプチドの所望される生物学的活性にとって必修
ではないアミノ酸残基を欠くそのような断片も、開示される方法に有用である。
　上記ポリペプチド断片は、多くの従来技術のいずれかによって調製してもよい。所望の
ペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法には、酵素的消化、例えば特定のアミノ
酸残基で確定した部位でタンパク質を切断することが知られた酵素によってタンパク質を
処理することで、又は適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離することによ
ってそのような断片を生成することが含まれる。さらにその他の好適な技術には、ポリメ
ラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)によって、所望の断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅する
ことが含まれる。ＤＮＡ断片の所望の末端を確定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５
’及び３’プライマーで用いられる。好ましくは、そのような断片は、対応する完全長分
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子とと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。
　特定の実施形態では、対象とする保存的置換を、好ましい置換の項目で表６に示す。こ
のような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と名前を付けた又
は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より実質的な変化が導入され、所望の変
異体を同定するために生成物がスクリーニングされる。
【００７１】
表６

【００７２】
　ＬＹ６ポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的修飾は、(ａ)置換領域のポリペ
プチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の電荷又は分子疎水性、又
は(ｃ)側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において有意に異なる置換基を選択するこ
とにより達成される。共通の側鎖特性に基づいて天然に発生する残基をグループ分けする
ことができる：
　(１)疎水性：　ノルロイシン、Met, Ala, Val, Leu, Ile;
　(２)中性親水性：　Cys, Ser, Thr, Asn, Gln
　(３)酸性：　Asp, Glu;
　(４)塩基性：　His, Lys, Arg;
　(５)鎖の方向に影響する残基：　Gly, Pro;
　(６)芳香性：　Trp, Tyr, Phe
　非保存的置換は、これらの分類の１つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、又はより好ましくは
、残された(非保存)部位に導入されうる。
【００７３】
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニンスキャンニング
、及びＰＣＲ突然変異誘発等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができる。部位
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特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等, Nucl.
 Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, Gene, 34: 315 (19
85)］、制限的選択突然変異誘発［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317:
 415 (1986)］又は他の知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施して、抗ＬＹ６分
子を作成することもできる。
　また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸
分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のア
ミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを
含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくい
ので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWe
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られ
ることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman ＆ Co., N.Y.); Chothia, J. 
Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、ア
イソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
　ＬＹ６ポリペプチドの適切なコンフォメーションを維持することに関与していない任意
のシステイン残基も、分子の酸化的安定性を向上させ、異常な架橋を防ぐために、概して
セリンと置換され得る。逆に、そのような分子にシステイン結合(複数でも)を加えて、そ
の安定性を向上させてもよい(特に抗体がＦｖ断片のような抗体断片である場合)。
【００７４】
　特に好ましい種類の置換変異体は、親抗体の一又は複数の高頻度可変領域残基(例えば
、ヒト化又はヒト抗体)の置換を含む。一般に、さらなる開発のために選択される結果と
して得られる変異体の生物学的特性は、それらが生成された親抗体の同特性より改善され
ている。そのような置換変異体を生成するための便利な方法には、ファージディスプレイ
を用いた親和性成熟化が含まれる。簡単には、複数の高頻度可変領域部位(例えば、６～
７部位)を成熟させて、各部位に全ての可能なアミノ置換基を生成する。このように生成
された抗体変異体は、各粒子内にパッケージされたＭ１３の遺伝子３生成物への融合物と
して、繊維状ファージ粒子由来の一価様式で表示される。次に、ファージディスプレイさ
れた変異体を、ここに開示されるようにそれらの生物学的活性(例えば、結合親和性)につ
いてスクリーニングする。修飾のための候補高頻度可変領域部位を同定するために、アラ
ニンスキャニング変異誘発を実行し、抗原結合に有意に寄与している高頻度可変領域残基
を同定することができる。別法として、又は付加的に、抗原－抗体複合体の結晶構造を分
析することにより、抗体と標的ポリペプチドとの接点を同定することが有利な場合がある
。そのような接触残基及び隣接残基は、本明細書で考慮される技術による置換の候補であ
る。そのような変異体が生成されたら、ここに記載のように変異体のパネルをスクリーニ
ングし、一又は複数の関連アッセイにおいて優れた特性を有していた抗体を更なる開発用
に選択することができる。
　ＬＹ６ポリペプチドのアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、本技術分野で既知
の様々な方法によって調製することができる。これらの方法には、限定されないが、天然
源からの単離(天然発生アミノ酸配列変異体の場合)又はオリゴヌクレオチド媒介(又は部
位特異的)変異誘発、ＰＣＲ変異誘発、及び天然配列又は早期に調製された変異体のカセ
ット変異導入が含まれる。
【００７５】
　Ｄ．ポリペプチドの修飾
　共有結合的に修飾されたポリペプチド及び／又は抗体も、本発明の範囲に含まれる使用
に適切であり得る。共有結合的修飾の一型には、標的とするそのような抗体及びポリペプ
チドのアミノ酸残基を、そのような抗体及びポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又はＣ
末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることが含まれる。二官能性試薬によ
る誘導体化は、例えば前述の分子を、精製に用いる水不溶性支持体マトリクス又は表面と
架橋させるために有用であり、その逆も同じである。通常用いられる架橋剤には、例えば
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、１,１-ビス(ジアゾアセチル)-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキ
シスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸を有するエステル、３,３'-ジチ
オビス(スクシンイミジルプロピオネート)等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二
官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１,８-オクタン等の二官能性マレイミド、
及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬が含まれる
。
　他の修飾には、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びア
スパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレ
オニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα
-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties
, W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
　本ポリペプチド又は抗体の共有結合的修飾の他の型は、抗体又はポリペプチドの天然グ
リコシル化パターンの変更を含む。ここで意図される「天然グリコシル化パターンの変更
」とは、天然配列に見られる一又は複数の炭水化物部分を欠失させること(内在するグリ
コシル化部位を取り除くことによって、又は化学及び／又は酵素的手法でグリコシル化を
欠失させることのいずれか)、及び／又は対応する天然配列に存在しない一又は複数のグ
リコシル化部位の付加を意味する。更には、この語句には、存在する種々の炭水化物部分
の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化における定性的な変化が含
まれる。
【００７６】
　抗体及び他のポリペプチドのグリコシル化とは、典型的にはＮ-結合又はＯ-結合のいず
れかである。Ｎ-結合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付与を指す。ト
リペプチドは、Ｘがプロリンを除く任意のアミノ酸である、アスパラギン-Ｘ-セリン及び
アスパラギン-Ｘ-スレオニンの配列であり、アスパラギン側鎖への炭水化物部分が酵素的
に付与される認識部位である。従って、ポリペプチドのこれらトリペプチド配列のいずれ
かの存在によって、潜在的なグリコシル化部位が作り出される。Ｏ-結合グリコシル化と
は、５-ヒドロキシプロリン又は５-ヒドロキシリジンも用いられるが、殆どの場合にはセ
リン又はスレオニンへＮ-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキシロースのう
ちの一つの糖をヒドロキシアミノ酸へ付与することを指す。
　グリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列を改変して、それが上記に記載のトリペプチ
ド配列(Ｎ-結合グリコシル化部位について)の一つ又は複数を含むようにすることによっ
て簡便に完遂できる。この改変は、また、最初のそのような抗体又はポリペプチドの配列
へ一つ又は複数のセリン又はスレオニン残基を付加、又は置換することによって生成され
る(Ｏ-結合グリコシル化部位について)。そのような抗体又はポリペプチド配列は、ＤＮ
Ａレベルでの変化を通して、特に、コドンが所望するアミノ酸へ翻訳される、あらかじめ
選択した塩基での前述のアミノ酸配列をコードするＤＮＡを変異させることによって、場
合によっては改変され得る。
【００７７】
　炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシドのポリペプチドへの化学的又は
酵素的結合による。そのような方法は、この技術分野において、例えば、１９８７年９月
１１日に発行された国際公開８７／０５３３０、及びAplin及びWriston, CRC Crit. Rev.
 Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
　炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に、あるいはグルコシル化の標的として提示
されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異的置換によってなすことができる。化学的
脱グリコシル化技術は、この分野で知られており、例えば、Hakimuddin等, Arch. Bioche
m. Biophys., 259:52 (1987)によって、そしてEdge等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981
)によって記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakura等
, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、種々のエンド及びエキソグ
リコシダーゼを用いることにより達成される。
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　共有結合的修飾の他の型は、種々の非タンパク質様ポリマーの１つ、例えばポリエチレ
ングリコール(ＰＥＧ)、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンへ、米国
特許第４６４０８３５号；第４４９６６８９号；第４３０１１４４号；第４６７０４１７
号；第４７９１１９２号又は第４１７９３３７号に記載された方法で結合させることをを
含む。また、ＬＹ６ポリペプチドは、例えばコアセルベーション法によって又は界面重合
によって調製されたマイクロカプセル(例えば、それぞれヒドロキシメチルセルロース又
はゼラチン-マイクロカプセル及びポリ-(メチルメタクリレート)マイクロカプセル)に、
コロイド状薬物送達系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマ
ルション、ナノ粒子及びナノカプセル)又はマクロエマルションで捕捉することができる
。このような技術はRemington's Pharmaceutical Sciences, １６版, A. Oslo編(1980)に
開示されている。
　一のポリペプチドの、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配列との融合に起因するキメ
ラ分子を形成する修飾の、本発明への使用を考慮する。
【００７８】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、一のポリペプチドの、抗タグ抗体が選択的
に結合できるエピトープを提供するタグポリペプチドとの融合を含む。エピトープタグは
、一般的にはそのような抗体又はポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する
。このような抗体又はポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに
対する抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体
又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によ
ってそのような抗体又はポリペプチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペ
プチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチ
ジン(ポリ-His)又はポリ－ヒスチジン－グリシン(poly-his-gly)タグ；flu HAタグポリペ
プチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c
-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Ev
an等, Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイ
ルス糖タンパク質Ｄ(gD)タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):54
7-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechn
ology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science, 255:19
2-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 26
6:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermut
h等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
　それに換わる実施態様では、キメラ分子はポリペプチドの免疫グロブリン又は免疫グロ
ブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態(「イムノアドヘシ
ン」とも呼ばれる)については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。
Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可変領域に換えて前述の抗体又
はポリペプチドの可溶化(膜貫通ドメイン欠失又は不活性化)形態を含む。特に好ましい実
施態様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒ
ンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、
１９９５年６月２７日発行の米国特許第５４２８１３０号を参照のこと。
【００７９】
　Ｅ．ポリペプチドの調製
　以下の説明は、主として、抗体、ポリペプチド及びオリゴヌクレオチドなどの核酸を含
むベクターで形質転換又は形質移入された細胞を培養することによりポリペプチドを産生
させる方法に関する。勿論、当該分野においてよく知られている他の方法を用いてＬＹ６
ポリペプチドを調製することができると考えられている。例えば、適切なアミノ酸配列、
又はその一部分を、固相技術を用いた直接ペプチド合成によって生成してもよい［例えば
、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., サン フランシスコ,
 カリフォルニア(1969)；Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］
。手動技術又は自動を使用することによってインビトロタンパク質合成を行ってもよい。
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自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド合成機(フォスターシテ
ィー, カリフォルニア)を用いて、製造者の指示によって実施してもよい。そのような抗
体、ポリペプチド又はオリゴペプチドの種々の部分を別々に化学的に合成し、化学的又は
酵素的方法を用いて結合させて所望する生成物を生成させてもよい。
【００８０】
　　１．ポリペプチドをコードするＤＮＡの単離
　ポリペプチドをコードするＤＮＡは、そのような抗体、ポリペプチド又はオリゴペプチ
ドのｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調
製されたｃＤＮＡライブラリから得ることができる。従って、そのようなポリペプチドを
コードするＤＮＡは、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリ、ゲノムライブラリ
から又は公知の合成方法(例えば、自動核酸合成)により簡便に得ることができる。
　ライブラリは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質を
同定するために設計されたプローブ(少なくとも約２０-８０塩基のオリゴヌクレオチド等
)によってスクリーニングできる。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブ
ラリのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されている標準的な手
順を使用して実施することができる。或いは、ＰＣＲ法も使用できる。［Sambrook等,上
掲；Dieffenbach等, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory
 Press, 1995)］。
　ｃＤＮＡライブラリをスクリーニングするための技術は、当該分野で良く知られている
。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、疑陽性が最小化されるよう十分
な長さであり、十分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニング
されるライブラリ内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように標識
されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ
標識ＡＴＰのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用を含む。中程度のス
トリンジェンシー及び高度のストリンジェンシーを含むハイブリダイゼーション条件は、
上掲のSambrookら，に示されている。
　このようなライブラリスクリーニング法において同定された配列は、GenBankらの公共
データベース又は他の個人の配列データベースに寄託され利用可能となっている他の周知
の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内の又は完全
長配列に渡っての(アミノ酸又はヌクレオチドレベルのいずれかでの)配列同一性は、当該
分野で知られた、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
して、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることによって得ら
れる。
【００８１】
　　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したＬＹ６ポリペプチド生成のための発現又はクローニングベ
クターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所
望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培養す
る。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶ
ことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、及び
実用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編 (IRL 
Press, 1991)及び上掲のSambrook等に見出すことができる。
　真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる
宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。
前掲のSambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポ
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レーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファ
シエンスによる感染が、Shaw等, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２９日公開の国
際公開８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いら
れる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Viro
logy, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が用いられる。哺乳動物細胞の宿主
系形質転換の一般的な態様は米国特許第４３９９２１６号に記載されている。酵母菌中へ
の形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等, P
roc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしなが
ら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレク
トロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン
等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換
するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００８２】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞
は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物には、限定するも
のではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性微生物、例えば大腸菌のよう
な腸内細菌科が含まれる。種々の大腸菌株が公に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２
株ＭＭ２９４(ＡＴＣＣ３１４４６)；大腸菌Ｘ１７７６(ＡＴＣＣ３１５３７)；大腸菌株
Ｗ３１１０(ＡＴＣＣ２７３２５)及びＫ５７７２(ＡＴＣＣ５３６３５)である。他の好ま
しい原核動物宿主細胞は、大腸菌属、例えば大腸菌(E. coli)、エンテロバクター、エル
ビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例え
ばネズミチフス菌(Salmonella Typhimurium)、セラチア、例えばセラチア・マルセサンス
(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. su
btilis)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)(例えば、１９８９年４月
１２日発行のＤＤ２６６７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ)、シ
ュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を含む。これらの
例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生成物発酵のための共通の
宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは、宿主細胞は最
小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０を、宿主にとって内因性の
タンパク質をコードする遺伝子の遺伝子変異をもたらすように修飾してもよく、そのよう
な宿主の例としては、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全
な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏ
ｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　(ａｒｇＦ－ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　
ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７(ＡＴＣＣ　５５，２４４)；完全な遺伝子
型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍ
ｐＴ　ｒｂｓ７　ｉｌｖＧ　ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイ
シン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１
９９０年８月７日発行の米国特許第４９４６７８３号に開示された変異周辺質プロテアー
ゼを有する大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は
他の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。
【００８３】
　完全長抗体、抗体断片、及び抗体融合タンパク質は、特にグリコシル化及びＦｃエフェ
クター機能が不要であるとき、例えば治療的抗体が細胞障害性剤(例えば毒素)にコンジュ
ゲートしており、イムノコンジュゲート自体が腫瘍細胞の破壊に効果を示すときは、細菌
中で生成することができる。完全長抗体は循環においてさらに長い半減期を有する。大腸
菌中の生成は、短時間で行うことができ、費用効率が高い。細菌中における抗体断片及び
ポリペプチドの発現については、例えば、米国特許第４６４８２３７号(Carter等)、同第
５７８９１９９号(Joly等)、及び発現と分泌を最適化するための翻訳開始領域(ＴＩＲ)シ
グナル配列について記載した同第５８４０５２３号(Simmons等)を参照されたい。これら
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の特許文献はここで参照することにより本発明に包含される。発現の後、抗体は、可溶性
の画分中の大腸菌細胞のペーストから単離され、例えばアイソタイプに応じたプロテイン
Ａ又はＧカラムにより精製することができる。最終的な精製は、適切な細胞(例えば、Ｃ
ＨＯ細胞)に発現された抗体を精製するプロセスと同様に実行することができる。
【００８４】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、所望のポリペプチドをコ
ードするベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セ
レヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセ
ス・ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)(Beach及びNurse, Nature, 290: 140 [1981]; 
１９８５年５月２日公開の欧州特許第１３９３８３号)；クリュイベロミセス宿主(Kluyve
romyces hosts)(米国特許第４９４３５２９号; Fleer等, Bio/Technology, 9: 968-975 (
1991))、例えばクリュイベロミセスラクチス(K. lactis)(MW98-8C, CBS683, CBS4574; Lo
uvencourt等, J. Bacteriol., 154(2): 737-742 [1983])、クリュイベロミセス・フラギ
リス(K. fragilis)(ＡＴＣＣ１２４２４)、クリュイベロミセス・ブルガリクス(K. bulga
ricus)(ＡＴＣＣ１６０４５)、クリュイベロミセス・ウィケラミイ(K. wickeramii)(ＡＴ
ＣＣ２４１７８)、クリュイベロミセス・ワルチイ(K. waltii)(ＡＴＣＣ５６５００)、ク
リュイベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophilarum)(ＡＴＣＣ３６９０６； Van de
n Berg等, Bio/Technology, 8: 135 (1990))、クリュイベロミセス・テモトレランス(K. 
thermotolerans)及びクリュイベロミセス・マルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(
yarrowia)(欧州特許第４０２２２６号)；ピシア・パストリス(Pichia pastoris)(欧州特
許第１８３０７０号； Sreekrishna等, J. Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988])；カ
ンジダ；トリコデルマ・レーシア(Trichoderma reesia)(欧州特許第２４４２３４号)；ア
カパンカビ(Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979])；シュワニオ
マイセス(Schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセス・オクシデンタリス(Schwanniomy
ces occidentalis)(１９９０年１０月３１日公開の欧州特許第３９４５３８号)；及び糸
状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)(１
９９１年１月１０日公開の国際公開９１／００３５７)；及びアスペルギルス宿主、例え
ばアスペルギルス・ニダランス(Ballance等, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 28
4-289 [1983]; Tilburn等, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 81: 1470-1474 [1984])及びアスペルギルス・ニガー(Kelly及びHynes, EMBO J.
, 4: 475-479 [1985])が含まれる。ここで好ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性
、Methylotropic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、
クロエケラ(Kloeckera)、ピシア(Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス(Torulopsis)
、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属から選択されたメタノールで成長可能な酵母
を含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、C. Anthony, The Biochemist
ry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載されている。
【００８５】
　グリコシル化ポリペプチド生成の発現に適した宿主細胞は、多細胞生物から由来のもの
である。非脊椎動物細胞の例には、植物細胞、例えば綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大
豆、ペチュニア、トマト及びタバコの細胞培養と同様に、ショウジョウバエＳ２及びヨト
ウ(spodoptera)Ｓｆ９等の昆虫細胞が含まれる。多くのバキュロウイルス株及び変異体、
及びヨトウガ(Spodoptera frugiperda)(幼虫(caterpillar))、ネッタイシマカ(蚊)、ヒト
スジシマカ(蚊)、キイロショウジョウバエ(ショウジョウバエ)、及びカイコ等の宿主に対
応する許容性昆虫宿主細胞が同定されている。種々のトランスフェクション用のウイルス
株、例えばオートグラファ・カルフォルニカ(Autographa californica)ＮＰＶのＬ－１変
異株、カイコＮＰＶのＢｍ-５株が公に入手でき、このようなウイルスは、本発明に係る
ウイルスとして、特に、ヨトウガ細胞のトランスフェクションのために使用してもよい。
　しかし、最大の関心は脊椎動物細胞に向けられ、培養(組織培養)した脊椎動物細胞の増
殖がルーチン作業となった。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、ＳＶ４０(ＣＯＳ－７，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５１)で形質転換させたサル腎ＣＶ１細胞株；ヒト胚芽腎細胞株(２
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９３又は懸濁培養で成長するようにサブクローン化された２９３細胞，Graham等,J.Gen V
irol.,36:59 (1977))；ベビーハムスター腎細胞(ＢＨＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チヤイ
ニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ，Urlaub等, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:
4216 (1980));マウスセルトリ細胞(ＴＭ４，Mather,Biol.Reprod.,23：243-251 (1980))
；サル腎細胞(ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザル腎細胞(ＶＥＲＯ－７
６，ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)；ヒト頚管腫瘍細胞(ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イ
ヌ腎細胞(ＭＤＣＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞(ＢＲＬ ３Ａ，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；ヒト肺細胞(Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞(
Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ ８０６５)；マウス乳房腫瘍細胞(ＭＭＴ ０６０５６２，ＡＴＣＣ Ｃ
ＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Mather等,Annals N.Y.Acad.Sci.,383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５
細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝臓癌細胞(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、所望のポリペプチドの生成のために上述の発現又はクローニングベクター
で形質転換され、プロモーターを誘発し、形質転換体を選出し、又は所望の配列をコード
する遺伝子を増幅するために適切に修正した通常の栄養培地で培養される。
【００８６】
　　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　対応するＬＹ６ポリペプチドをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は
、クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様
々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウ
イルス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法に
よってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制
限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限
されるものではないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー
遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成
分の一又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーシ
ョン技術を用いる。
　所望のポリペプチドは直接的に組換え手法によって生成されるだけではなく、シグナル
配列あるいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する
他のポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生成される。一般
に、シグナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入される成熟配列をコードす
るＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファターゼ、ペニシリナ
ーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択される原核生物
シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルター
ゼリーダー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクリュイベロミセス(K
luyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５，０１０，１８２号に記載さ
れている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.albicans)グル
コアミラーゼリーダー(１９９０年４月４日発行の欧州特許第３６２１７９号)、又は１９
９０年１１月１５日に公開された国際公開９０／１３６４６に記載されているシグナルで
あり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同一あるいは関連
種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパク
質の直接分泌に使用してもよい。
【００８７】
　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルス
についてよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス
開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞にお
けるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート



(63) JP 5761915 B2 2015.8.12

10

20

30

40

50

あるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要
求性欠陥を補い、又は(c)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質を
コードしており、例えばバシリのＤ-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子がある。
　哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼのよ
うに、所望のタンパク質をコードする核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定するこ
とのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaub等によ
り, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され
増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な
選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcomb等, 
Nature, 282：39(1979)；Kingsman等, Gene, 7：141(1979)；Tschemper等, Gene, 10：15
7(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１の
ようなトリプトファンで成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを
提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【００８８】
　発現及びクローニングベクターは、通常、所望のアミノ酸配列をコードする核酸配列に
作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成を方向付けるプロモーターを含む。種々の有能な宿主細
胞により認識されるプロモーターが知られている。原核生物宿主との使用に適したプロモ
ーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang等, Nature, 275:615 (1
978)； Goeddel等, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリフォスファターゼ、トリプトフ
ァン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); 欧州特許第
３６，７７６号］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoer
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモ
ーターもまた、所望のタンパク質配列をコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン
・ダルガーノ(S.D.)配列を有する。
　酵母宿主との使用に適したプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラートキ
ナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess 
等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1978)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメ
ラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸フ
ォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素
のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーター
は欧州特許第７３６５７号に更に記載されている。
【００８９】
　哺乳動物の宿主細胞におけるＤＮＡ転写は、例えば、ポリオーマウイルス、伝染性上皮
腫ウイルス(１９８９年７月５日公開の英国特許第２２１１５０４号)、アデノウイルス(
例えばアデノウイルス２)、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイ
ルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス及びサルウイルス４０(SV40)のようなウイルス
のゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロ
モーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロモ
ーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
　所望のポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿
入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常は約１０から３００塩基対で、
プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動要素である。哺乳動物遺伝
子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブ
ミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウイ
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ルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製開始点の後期側のＳＶ
４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウイルス初期プロモーターエン
ハンサー、複製開始点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハンサ
ーが含まれる。エンハンサーは、前記アミノ酸配列のコード化配列の５’又は３’位でベ
クター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５’位に位置してい
る。
　また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、このセクションに記載し
た対応する抗体、ポリペプチド又はオリゴペプチドをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分に
ポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含む。
　組換え脊椎動物細胞培養での対応する抗体、ポリペプチド、又はオリゴペプチドの合成
に適応化するのに適切な他の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:6
20-625 (1981); Mantei等, Nature, 281:40-46 (1979); 欧州特許第１１７０６０号；及
び欧州特許第１１７０５８号に記載されている。
【００９０】
　　４．宿主細胞の培養
　ＬＹ６ポリペプチドを生成するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養す
ることができる。市販培地の例としては、ハム(Ham)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((M
EM),シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イーグル培地((DMEM),シ
グマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes
等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８６６
号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公開第９
０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国特許再発行第３０９８５号
に記載された任意の培地も宿主細胞に対する培養培地として使用できる。これらの培地は
いずれも、ホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインスリン、トランスフェリン、又
は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸
塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオシド(例えばアデノシン及びチミジン)、
抗生物質(例えば、ゲンタマイシン(商品名)薬)、微量元素(マイクロモル範囲の最終濃度
で通常は存在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は同等のエネルギー源
を必要に応じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られ
ている適当な濃度で含まれてもよい。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために
選ばれた宿主細胞について以前から用いられているものであり、当業者には明らかであろ
う。
【００９１】
　　５．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)］、ドッ
トブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダイゼーションによって、直接的に
試料中で測定することができる。或いは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖、及びＤＮＡ－Ｒ
ＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ－タンパク質二本鎖を含む特定の二本鎖を認識するこ
とができる抗体を用いてもよい。抗体を順に標識することができ、二本鎖が表面に結合さ
れる場合はアッセイを行って、表面上に二本鎖が形成されたら、二本鎖に二本鎖に結合さ
れた抗体の存在を検出することができる。
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量化する免疫学的な方法、
例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって
、測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体
は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができ
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る。簡便には、本方法に適した抗体は、天然配列ポリペプチド又はオリゴペプチドに対し
て、又はＤＮＡに融合し、そのようなポリペプチド又はオリゴペプチドの特異的抗体エピ
トープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００９２】
　　６．ポリペプチドの精製
　ポリペプチドは、培養液又は宿主細胞の可溶化液から回収される。膜に結合している場
合、ポリペプチドは、適切な洗剤溶液(例えばトリトンＸ１００)を用いて又は酵素の切断
により、膜から解放することができる。前記ポリペプチドの発現に用いられる細胞は、凍
結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理
的手段によって破壊することができる。
　前記ポリペプチドを、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望まし
い場合がある。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン
交換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例
えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；
硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような
汚染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及び所望の分子のエピトープタグ形態を
結合させる金属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Metho
ds in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Protein Purification: Principles and Pract
ice, Springer-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製方法を用い
ることができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生成方法及び特に本発明の方
法のために生成される特定の抗体、ポリペプチド又はオリゴペプチドの性質に依存する。
　組換え技術を使用する場合、ＬＹ６ポリペプチドは細胞内、細胞膜周辺腔内に生成され
るか、又は培地に直接分泌され得る。このような分子が細胞内に生成される場合、第１工
程として、粒状屑、宿主細胞又は溶菌断片を、例えば遠心分離又は超遠心分離にかけて取
り除く。Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992)は、大腸菌の細胞膜周辺腔に分泌
される抗体を単離するための手順について記載している。簡単に述べると、細胞ペースト
を酢酸ナトリウム(ｐＨ３．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフロリド(Ｐ
ＭＳＦ)の存在下で、３０分以上かけて解凍する。細胞屑は遠心分離により除去すること
ができる。抗体が培地へ分泌されている場合、そのような発現系からの上清は、一般的に
は、市販のタンパク質濃縮フィルター、例えばAmicon又はMillipore Pelliconの限外濾過
ユニットを用いて最初に濃縮する。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工
程に含めてタンパク質分解を阻害してもよく、抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を
防止してもよい。
【００９３】
　精製は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、
及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて行うことができ、アフィニティークロマ
トグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティリガンドとしてのプロテインＡの
適合性は抗体に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプに依存する。プロ
テインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用いることができる(L
indmark等, J. Immunol. Meth. 62: 1-13 [1983])。プロテインＧは、全てのマウスアイ
ソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 15671575 [1986])。アフィ
ニティリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであることが最も多いが、他の材料
も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼン等の機械的に安定な
マトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短い処理時間を可能にする
。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABX(商標)樹脂(J.T. Baker, Phillipsbu
rg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬ
Ｃ、シリカ上のクロマトグラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂(ポリアスパラギン
酸カラム)上でのヘパリンSEPHAROSE(商品名)クロマトグラフィー、クロマトフォーカシン
グ、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿などの他のタンパク質精製技術も、回
収される抗体に応じて利用可能である。
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　任意の予備精製工程に続いて、対象とする抗体と汚染物とを含む混合物に、約２．５－
４．５のｐＨでの溶離バッファーを用いて、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーを
施してもよく、好ましくは低い塩濃度(例えば、約０－０．２５Ｍ塩)で実施される。
【００９４】
　Ｈ．製薬製剤
　本発明により使用される治療的製剤(「治療剤」)は、所望される程度の純度を持つ治療
剤を、凍結乾燥製剤又は水性溶液の形態で、最適な製薬上許容される担体、賦形剤又は安
定化剤と混合することにより調製され保存される(Remington: The Science of Practice 
of Pharmaccy, 20th edition, Gennaro, A.等編、Philadelphia College of Pharmacy an
d Science (2000))。許容される担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる用量及び濃
度で受容者に非毒性であり、酢酸、Ｔｒｉｓ、リン酸、クエン酸、及び他の有機酸などの
緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防腐剤(オクタデシルジメチ
ルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロライド；ベンズアルコニウム
クロライド、ベンズエトニウムクロライド；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール
；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シ
クロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾールなど)；低分子量(約１０残基未
満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポ
リビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチ
ジン、アルギニン、又はリジン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキストリ
ンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；トレハロース及
び塩化ナトリウムなどのトニシファイヤー；スクロース、マンニトール、トレハロース又
はソルビトールなどの糖；ポリソルベート等の界面活性剤；ナトリウムなどの塩形成対イ
オン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体)；及び／又はトゥイーン(TWEEN)(登録商
標)、プルロニクス(PLURONICS)(登録商標)、又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非
イオン性界面活性剤を含む。好ましくは、抗体は、５－２００ｍｇ／ｍｌの濃度、好まし
くは１０－１００ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体からなる。
【００９５】
　ここでの製剤は、また、治療すべき特定の徴候の必要に応じて一以上の活性化合物、好
ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。例えば、前記治
療剤に加えて、１つの製剤に、例えば、第二のそのような治療剤、又は神経膠腫の成長に
影響を与える成長因子のような何らかの他の標的に対する抗体のような、追加の抗体を含
めることが望ましい。あるいは、又はさらに、この組成物は、更に化学療法剤、細胞障害
性剤、サイトカイン、増殖阻害剤、抗-ホルモン剤、及び／又は心臓保護剤を含んでもよ
い。このような分子は、意図する目的にとって有効な量の組み合わせで適切に存在する。
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ(メタクリル酸メチル)マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系(例
えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセル
)中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、Remington
: The Science and Practice of Pharmacy, 上掲に開示されている。
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポ
リマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、
又はマイクロカプセルの形状である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステル、ヒドロ
ゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール))
、ポリアクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸及びγエチル-Ｌ-グル
タメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(登録商標)(乳酸-
グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドの注射可能な小球)などの分解性乳酸-グリ
コール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-(-)-３-ヒドロキシブチル酸が含まれる。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
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【００９６】
　炎症性腸疾患の診断及び／又は治療の方法
　ＩＢＤに罹患している哺乳動物などの、哺乳動物の胃腸組織及び細胞におけるＬＹ６発
現を定量するために、種々の診断アッセイが利用可能である。一実施形態では、ＬＹ６ポ
リペプチドの過剰発現は、ＲＴ－ＰＣＲ、インサイツハイブリダイゼーション、マイクロ
アレイ分析、及び免疫組織化学(ＩＨＣ)によって分析される。哺乳動物(例えば、限定し
ないが、ヒト)から採取した胃腸生検からの、新鮮、凍結又はパラフィン包埋組織切片(例
えば、大腸又は具体的にはＳ状結腸)に対し、ＲＴ－ＰＣＲ、インサイツハイブリダイゼ
ーション、マイクロアレイ分析及び／又はＩＨＣアッセイを行うことができる。
　或いは、又は付加的に、ＦＩＳＨアッセイ、例えばＩＮＦＯＲＭ(登録商標)(Ventana, 
Arizonaから販売)又はＰＡＴＨＶＩＳＩＯＮ(登録商標)(Vysis, Illinois)を、ホルマリ
ン固定、パラフィン包埋された組織で実施して、組織試料又は生検におけるＬＹ６発現及
び／又は上方制御(生じている場合)の範囲を測定してもよい。
　ＬＹ６発現は、インビボ診断アッセイを使用して評価することができ、例えば検出され
る分子に結合し、検出可能な標識(例えば、放射性同位体又は蛍光標識)が付けられた分子
(例えば抗体、オリゴペプチド又は小分子)を投与し、標識の局在化について患者を外部ス
キャニングする。
　現在、ＩＢＤの段階に応じて、治療には、次の治療：患部腸組織の外科手術による除去
、それに限定しないが化学療法剤を含む治療剤の投与、食事療法及び生活習慣の管理の一
つ、又はそれらを組合せたものが含まれる。ＩＢＤの治療に有用な治療剤又は化学療法剤
は当技術分野において既知であり、各治療剤及び化学療法剤は本明細書に開示する。
　特に、パリクタキセル及び改変誘導体との組合せ治療が考えられる(例えば、欧州特許
第０６００５１７号を参照のこと)。前述の抗体、ポリペプチド、オリゴペプチド又は有
機分子は治療的有効量の化学療法剤と共に投与されるであろう。他の実施態様では、その
ような抗体、ポリペプチド、オリゴペプチド又は有機分子は化学療法剤、例えばパクリタ
キセルの活性及び効力を高めるための化学治療と組合せて投与される。医師用卓上参考書
(ＰＤＲ)には、種々の癌治療に使用されるこれらの薬剤の用量が開示されている。治療的
に有効な上述の化学療法剤の投薬計画及び用量は、治療される特定の癌、疾患の程度、及
び当該技術分野の医師によく知られている他の因子に依存し、医師が決定することができ
る。
【００９７】
　治療剤又は化学療法剤は、例えばボーラスとしての静脈内投与といった既知の方法に従
って、或いは一定の時間に亘る連続注入により、頭蓋内、脳脊髄内、関節内、くも膜下腔
内、静脈内、動脈内、皮下、経口、局所的、又は吸入経路により、ヒト患者に投与される
。
　本発明は、診断ステップ及び治療的処置ステップを含む方法を提供する。一実施態様で
は、本発明は、哺乳動物の対象に炎症性腸疾患(ＩＢＤ)を検出する方法を提供し、本方法
は、(１)(ａ)対象から採取した組織又は細胞の試験試料と、(ｂ)コントロール試料とにお
けるＬＹ６ポリペプチドをコードする核酸又は遺伝子の発現レベルを検出し、コントロー
ル試料と比較して、試験試料中のＬＹ６核酸又は遺伝子の発現レベルが高い場合、試験試
料を採取した対象者にＩＢＤの存在が示されるステップと、(２)対象に対し、有効量のＩ
ＢＤ治療剤を投与するステップとを含む。一実施態様では、ＩＢＤ治療剤は別のＩＢＤ関
連分子のアンタゴニストである。本発明は、ＩＢＤに異なって発現される様々なＩＢＤ関
連分子を考慮する。一実施態様では、ＩＢＤ関連分子はＩＢＤに異なって発現される分子
である。別の実施態様では、ＩＢＤ関連分子はＩＢＤに過剰発現される。また別の実施態
様では、過剰発現されたＩＢＤ関連分子はインテグリンである。他の一実施態様では、Ｉ
ＢＤ関連分子はインテグリン、β７(ＩＴＧＢ２)(参照によりその内容をここに包含する
国際公開第２００６／０２６７５９号参照)である。ここで使用される「ＩＢＤ治療剤」
という用語は、ＩＢＤ関連分子のアンタゴニストを意味する。一実施態様では、ＩＢＤ治
療剤はインテグリンのアンタゴニストである。別の実施態様では、ＩＢＤ治療剤はＩＴＧ
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Ｂ７のアンタゴニストである。また別の実施態様では、ＩＢＤ治療剤は、配列番号６８と
して示される核酸配列によってコードされる配列番号６９に示されるポリペプチドのアン
タゴニストである。
【００９８】
　Ｊ．製造品及びキット
　診断に使用するために、本製造品は、容器と、哺乳動物の胃腸組織におけるＬＹ６(例
えば、限定するものではないが、ＬＹ６、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３、及び／又はＬＹＰＤ
５)の検出及び発現に使用できることを示す、容器に付与又は添付されるラベル又はパッ
ケージ挿入物を含んでなる。一実施態様では、哺乳動物はヒトである。一実施態様では、
組織又は細胞は胃腸組織又は細胞である。一実施態様では、検出は、コントロール試料に
対する定量化を含む。一実施態様では、容器、ラベル又はパッケージ挿入物は、胃腸組織
又は細胞が哺乳動物の大腸由来のものであることを示す。一実施態様では、容器、ラベル
又はパッケージ挿入物は、コントロール試料と比較してＬＹ６の発現が強い場合、哺乳動
物に、限定するものではないがＣＤ及び／又はＵＣを含むＩＢＤが示唆されることを示す
。適切な容器は、例えば、瓶、バイアル、シリンジ等を含む。容器は、ガラス又はプラス
チックなどの多様な材料から形成されてよい。加えて、製造品はさらに、検出を行うのに
有用なバッファー又はその他の試薬(検出可能な標識)を含む第２の容器を具備してもよい
。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、及び色素を含む商業的及び使用者の見
地から望ましい他の材料を含んでもよい。
　ＬＹ６ポリペプチドの単離及び精製において、キットは、ビーズ(例えばセファロース
ビーズ)に結合した対応するＬＹ６結合試薬を含むことが可能である。インビトロにおけ
るＬＹ６ポリペプチドの検出及び定量化、例えばＥＬＩＳＡ又はウェスタンブロットのた
めのそのような分子を含むキットを提供することもできる。製造品と同様、キットも容器
と容器に付与又は添付されるラベル又は能書を含んでなる。容器には、本発明に使用でき
る少なくとも１つのそのようなＬＹ６結合抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有する
組成物が収容されている。希釈液及びバッファー、コントロール抗体等を収容する付加的
な容器を具備していてもよい。ラベル又は能書は、組成物についての記載、並びに意図す
るインビトロ又は診断での使用に関する注意書きを提供するものである。
【００９９】
　Ｋ．センス及びアンチセンスＬＹ６コード化核酸
　ＬＹ６遺伝子をコードする核酸に結合することが予測される分子には、センス及びアン
チセンスオリゴヌクレオチドが含まれ、これには標的ＬＹ６　ｍＲＮＡ又はＤＮＡ配列に
結合できる一本鎖核酸配列(ＲＮＡ又はＤＮＡのいずれか)が含まれる。本発明によると、
アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、ＬＹ６ ＤＮＡ又はその相補鎖のコード
化領域の断片を含む。与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づいて、アン
チセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを得る能力は、例えば、Stein及びCohen(Cancer 
Res. 48:2659, 1988)及び van der Krol等(BioTechniques 6:958, 1988)に記載されてい
る。
　ＹＬ６遺伝子にハイブリダイズできるセンス及び／又はアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドは、例えば、本発明により哺乳動物の組織又は細胞試料胃腸組織又は細胞中におけるＬ
Ｙ６　ＤＮＡ又はｍＲＮＡの存在を検出するのに有用である。本発明に従って使用される
センス及び／又はアンチセンス化合物は、固相合成のよく知られた技術によって簡便かつ
常套的に製造することができる。そのような合成のための装置は、例えばApplied Biosys
tems (Foster City, Calif.)を含む幾つかのメーカーによって販売されている。当該分野
で知られているそのような合成のための任意の他の手段を付加的に又は別に使用してもよ
い。オリゴヌクレオチド、例えばホスホロチオネート及びアルキル化誘導体を調製するた
めに類似の技術を使用することはよく知られている。本発明の化合物は、また、取り込み
、分散及び／又は吸収を補助するための他の分子、分子構造又は化合物混合物、例えばリ
ポソーム、レセプター標的分子、経口、直腸、局所適用又は他の製剤と、混合、カプセル
化、コンジュゲート又はその他、組み合わされてもよい。取り込み、分散及び／又は吸収
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を補助する製剤の調製を教示する代表的な米国特許には、限定されるものではないが、米
国特許第５１０８９２１；５３５４８４４；５４１６０１６；５４５９１２７；５５２１
２９１；５５４３１５８；５５４７９３２；５５８３０２０；５５９１７２１；４４２６
３３０；４５３４８９９；５０１３５５６；５１０８９２１；５２１３８０４；５２２７
１７０；５２６４２２１；５３５６６３３；５３９５６１９；５４１６０１６；５４１７
９７８；５４６２８５４；５４６９８５４；５５１２２９５；５５２７５２８；５５３４
２５９；５５４３１５２；５５５６９４８；５５８０５７５；及び５５９５７５６が含ま
れ、これらのそれぞれが出典明示によりここに取り込まれる。
【０１００】
　センス及びアンチセンスオリゴヌクレオチドの例には、限定されるものではないが、Ｐ
ＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ハイブリダイゼーション法、インサイツハイブリダイゼーションな
どに有用なプライマー及びプローブが含まれる。
　センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、国際公開９０／１００４８に
記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への親
和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合したオリゴヌクレオチド
を含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤及びアルキル化剤又は金属錯体をセンス又
はアンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオ
チドの標的ヌクレオチド配列への結合特異性を改変してもよい。
　アンチセンス又はセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は、通常は少なくとも約５ヌクレオチド
長、あるいは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９
５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４
５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９
５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９
０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９
０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９
０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９
０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９
０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９
０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９
０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９
０、又は１０００ヌクレオチド長であり、この文脈の「約」という用語は、参照ヌクレオ
チド配列長が、その参照長の±１０％であることを意味する。
【実施例】
【０１０１】
　以下の非限定的な実施例は、説明のために提供されているのであって、本発明の範囲を
制限するものではない。実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者
の使用説明に従い使用した。ＡＴＣＣ受託番号により以下の実施例及び明細書全体の中で
特定されている細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッ
サス、バージニアである。
【０１０２】
実施例１：材料および方法
　試薬、細胞およびマウス：　ＩＦＮγ、ＴＮＦαおよびＩＬ１βは、PeprotechTM(Rock
y Hill, NJ)から入手した。ＩＦＮαは、Hycult BiotechnologyTM(The Netherlands)から
入手した。架橋実験のために、抗-ＫＬＨコントロール抗体、抗-ＬＹ６Ａ(クローンＥ１
３-１６１.７又はＤ７)は、PharmingenTM(San Diego, CA)から入手した。抗-ＬＹ６Ｃ(ク
ローンＨＫ１.４)は、Southern BiotechTM(Birmingham, AL)から入手した。
　Ｂａｌｂ／ｃバックグラウンドのＳＣＩＤマウスに、既に記述されているように(Powri
e, F. et al., (1994) Immunity 1:553-562)、慢性ＣＤ４５ＲＢｈｉｇｈ転移大腸炎を誘
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導した。自然発生大腸炎を発症する、１２９バックグラウンドのＩＬ１０－／－マウス(K
uhn, R. et al., (1993) Cell 75:263-274)を、１１週目と１３週間目の間で屠殺した。
大腸は、記載した実験に用いるまでＯＣＴにて即座に凍結させた。近位の大腸、中央大腸
、遠位性大腸および直腸を、０－５(０＝正常な腸、５＝重症疾患)のスケールを用いてス
コアを付けた。スコアを合計して、各々の動物についての総大腸炎重症度スコアとした。
　若年成体マウス大腸細胞(ＹＡＭＣ)細胞株(Robert Whitehead, Vanderbilt University
 Medical Center, Nahville, TNより市販)は、既に記載されているように(Whitehead, R.
H. et al, (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90:587-591)、インターフェロン-γ依存性
プロモータの制御下に温度感受性Ｔ抗原(ｔｓＴａｇ)を含むトランスジェニック動物であ
るImmortomouseTMから入手した。ＹＡＭＣ細胞は、５単位／ｍｌのＩＦＮ-γ(PeprotechT
M, New Jersey)の存在下で、３２℃の許容条件下で増殖するが、ＩＦＮ-γを取り除いた
３７℃(非許容条件)ではもはや増殖しない。
　ＹＡＭＣ細胞は、５％ＦＢＳ、２ｍＭ Ｌ-グルタミン、ペニシリン／ストレプトマイシ
ン、５Ｕ／ｍｌのＩＦＮγおよびＮ－２サプリメントを含むＲＰＭＩ(InvitrogenTM, Car
lsbad, CA)中で培養した。細胞は、実験前の２４時間、及び実験の継続期間の間、非許容
条件下で培養した。
　ＣＭＴ９３細胞は、１０％ＦＢＳ、２ｍＭ Ｌ-グルタミンおよびペニシリン／ストレプ
トマイシンを含むＤＭＥＭで培養したＡＴＣＣ(ＡＴＣＣ番号(登録商標) ＣＣＬ-２２３
ＴＭ、ＡＴＣＣ、Manassas, VA)から入手した。
【０１０３】
　レーザーキャプチャ電子顕微鏡法およびＲＮＡ精製：　１０－１２μｍの切片をＬＣＭ
メンブランスライドに用いた(Molecular MachinesTM, Glattbrugg, Switzerland)。スラ
イドを簡略Ｈ＆Ｅ染色(およそ５分の総時間)を行い、陰窩上皮細胞を組織学的に識別し、
MMI CellcutTM顕微鏡(Molecular Machines, Glattbrugg, Switzerland)を用いて解剖した
。ＲＮＡは、ArcturusTMPicopureTMＲＮＡ精製キットと製造業者のプロトコール(Arcturu
sTM, Sunnyvale, CA)を用いて切開した細胞から精製し、NanoDrop ND-1000TM分光光度計(
NanoDrop TechnologiesTM, Wilmington, DE)を用いて定量化した。
　マイクロアレイハイブリダイゼーションおよびデータ分析：　入力された総ＲＮＡ試料
の量と質は、ND-1000分光光度計(NanoDropTM Technologies, Montchanin, DE)とBioanaly
zer 2100TM(AgilentTM Technologies, Palo Alto, CA)をそれぞれ用いて決定した。Ｃｙ-
色素標識ｃＲＮＡの調製とアレイハイブリダイゼーションのための方法はAgilentTM Tech
nologies (Palo Alto, CA)によって提供された。簡単にいうと、総ＲＮＡ試料を、Input 
Fluorescent Linear AmplificationTMキット(AgilentTM, Product# 5184-3523)を用いて
、二本鎖のｃＤＮＡに、その後標識したｃＲＮＡに変換した。標識したｃＲＮＡを、RNea
syTMミニキット(QiagenTM, San Diego, CA)を用いて精製し、次いで、ND-1000TM分光光度
計(NanodropTM Technologies)を用いて定量化した。Ｃｙ-色素の取込みは、NovexTMＴＢ
Ｅ-尿素ゲル(InvitrogenTM, Carlsbad, CA)に標識したｃＲＮＡをラニングさせた後に、T
yphoonTMスキャナ(GE HealthcareTM, Piscataway, NJ)上のゲルスキャニングを行って決
定した。Ｃｙ-色素蛍光計数の量を決定するために、ゲル画像を、ImageQuantTMソフトウ
ェア(GE HealthcareTM)を用いて分析した。およそ５０００００カウントのＣｙ-色素標識
したｃＲＮＡを断片化し、Agilentのインサイツハイブリダイゼーションキットプラス(Ag
ilentTM, Product# 5184-3568)に記載のようにAgilentの全マウスゲノムアレイにハイブ
リダイズした。ＬＣＭ試料をＣｙ５色素にて標識し、Ｃｙ３色素標識したユニバーサルマ
ウス基準(StratageneTM, La Jolla, CA)に対してハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼ
ーション後、アレイを洗浄し、アセトニトリルにて乾燥して、AgilentTMＤＮＡマイクロ
アレイスキャナにスキャンした。アレイ画像ファイルをAgilentTMのFeature ExtractionT
Mソフトウェア７．５を用いて分析し、ResolverＴＭ(MerckTM, Seattle, WA)を用いて更
なるデータ分析を行った。
　Rosetta ResolverTMソフトウェア(Rosetta BiosoftwareTM, Seattle, WA)を用いてデー
タを分析した。簡単にいうと、健康及び大腸炎の試料を別々に分類し、両側分散分析(p＜
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０．０５)を通過したプローブを選択した。これらのプローブは、健康な試料に対して大
腸炎試料の２倍以上の大きな変化を示したプローブについて更に分析した。
【０１０４】
　リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ：　TaqmanTMGoldTMＲＴ－ＰＣＲキットおよび試薬(A
pplied BiosystemsTM, Foster City, CA)を用いて抽出したＲＮＡに対してＲＴ－ＰＣＲ
を行った。すべての試料は、５'-ＦＡＭ及び３'-ＴＡＭＲＡ標識内部プローブを用いて遺
伝子特異的プライマーにて実行した。記載されているように(Livak, K.J., and T.D. Sch
mittgen (2001) Methods 25:402-408)、２－ΔΔＣｔ法によってハウスキーピング遺伝子
、ＳＰＦ３１、特異的プライマーと比較して分析を行った。プライマーおよびプローブは
、Primer3TMソフトウェア(Rozen, S., and H. Skaletsky (2000) Methods Mol Biol 132:
365-386)を用いて設定するか、又は商業的に(Applied BiosystemsTM)入手した。これらの
アッセイに使用するプライマーおよびプローブは以下の通りである。５'－３の方向で示
す。 

ＬＹ６Ａ：
センス：CTT ACC CAT CTG CCC TCC TA　(配列番号：３９)
アンチセンス：CCT CCA TTG GGA ACT GCT AC　（配列番号：４０）
プローブ：TCC TGT TGC CAG GAA GAC CTC TGC　(配列番号：４１)

ＬＹ６Ｃ：
センス：ACT TCC TGC CCA GCA GTT AC　(配列番号：４２)
アンチセンス：GGC ACT GAC GGG TCT TTA GT　(配列番号：４３)
プローブ：CTG CCG CGC CTC TGA TGG AT　(配列番号：４４)
【０１０５】
　免疫蛍光染色：　凍結組織を５μｍ切片に切断し、２．５ｎｇ／ｍｌの抗-ＳＣＡ－１(
R&D SystemsTM, Minneapolis, MN)又は、ビオチン化した抗ＬＹ６Ｃ(Southern BiotechTM

, Birmingham, AL)にて染色した。スライドを洗浄して、Alexa FluorTM４８８コンジュゲ
ートストレプトアビジンにて標識し、ＤＡＰＩ(InvitrogenTM, Carlsbad, CA)を有するPr
olong GoldTMを用いてマウントし、共焦点電子顕微鏡法にて視覚化した。
　ＬＹ６分子の架橋：　ケモカイン産生を生じる架橋したＬＹ６ポリペプチドの能力は、
プレートに結合した抗ＬＹ６Ｃ又は抗-ＫＬＨ(コントロール)抗体とともにＹＡＭＣ細胞
をインキュベートし、ケモカインＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ５およびＣＣＬ７の産生を測定す
ることによって試験した。細胞膜の脂質ラフト形成が架橋に必要であるので、ケモカイン
産生は通常のラフト形成(非コレステロール欠乏)の条件下と、コレステロール欠乏の条件
下で試験した。
　プレートに結合した抗体を用いた架橋のために、１００μｌ中５μｇ／ｍｌ濃度の抗Ｌ
Ｙ６Ｃ又は抗-ＫＬＨ(コントロール)抗体を９６ウェルプレートに加えるか、又は、２ｍ
ｌを６０ｍｍ２ディッシュに加えて、４℃で１５時間かけてプレートに結合させた。コレ
ステロール欠乏又は非コレステロール欠乏条件下で生育させたＹＡＭＣ細胞(本明細書中
、実施例５に示す)を、コレステロール非欠乏条件下で３２℃で１５時間、プレート結合
抗体とともにインキュベートした。ＲＮＡを回収し、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ５、及びＣＣ
Ｌ７の発現レベルを決定した。アッセイを更に記載し、本明細書中の実施例５に結果を示
す。
【０１０６】
　ｓｉＲＮＡ阻害：　マウスＬＹ６Ｃに対する個々のｓｉＲＮＡは、Dharmacon (Lafayet
te, CO)から入手した。ＳｉＲＮＡを、リポフェクタミン２０００(Invitrogen)と標準的
なプロトコールを用いてＹＡＭＣ細胞に形質移入した。形質移入の７２時間後に、細胞を
回収して、ノックダウン効率を決定した。優れたノックダウン効率(定量的ＲＴ－ＰＣＲ
による９５％の阻害)に基づいて架橋実験のためにあるｓｉＲＮＡを選別した。
　ＣＸＣＬ５分泌：　刺激した細胞から示した時間点に上清を回収し、サイトカインＣＸ
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ＳＡにて決定した。検出のレベルは１５ｐｇ／ｍｌのＣＸＣＬ５であった。
　コレステロール欠乏：ＹＡＭＣ細胞は、４μＭ ロバスタチン及び２５０μＭ メバロネ
ート(Sigma)の存在下にて３７℃の無血清培地中で７２時間培養した。細胞をプレートに
播き、実験の間ロバスタチンとメバロネートにて維持した。
　統計学：　群間の比較にはスチューデントｔ検定を用いた(＊は、p＜０．０５を示す)
。
【０１０７】
実施例２：ＩＥＣの遺伝子発現パターンは大腸炎の間変化する
　研究から、ＩＥＣの遺伝子発現パターンが大腸炎のマウスモデル並びにヒトＩＢＤにお
いて有意に変化することが示された(Fahlgren, A., et al. (2004) Clin Exp Immunol 13
7:379-385；Brand, S. et al. (2006) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: 
G827-838；Ruiz, P.A. et al. (2005) J Immunol 174:2990-2999)。この実施例では、健
康及び大腸炎のマウスのＩＥＣにおいて評価した遺伝子発現パターンを調べて、ＩＢＤに
おいて変化した経路及び新規な遺伝子を明らかにした。
　ＩＢＤの免疫病理に関与する遺伝子の同定は、ＣＤ４５ＲＢＨｉ Ｔ細胞転移大腸炎マ
ウスモデル並びにＩＬ１０－／－マウスモデルの腸管上皮細胞(ＩＥＣ)を評価することに
よって行った。これらマウスモデルはＴｈ1調節不全に起因しており、ヒトのクローン病
の多くの特徴を有している(Elson, C.O. et al. (2005) Immunol Rev 206:260-276；Boum
a, G., and W. Strober (2003) Nat Rev Immunol 3:521-533)。レーザーキャプチャ顕微
解剖(ＬＣＭ)を用いて、マウスＩＢＤの２つのモデルの健康及び大腸炎のマウスの大腸か
ら陰窩ＩＥＣを単離した。本明細書中の実施例１に記述されるように、ＲＮＡをこれら試
料から抽出し、マイクロアレイ技術にて分析した。転移大腸炎モデルの大腸炎マウスのＩ
ＥＣの遺伝子発現プロファイルにより１７７０のプローブが同定され、これらはコントロ
ールマウスと比較して２倍よりも大きな発現変化を有していたのに対して、ＩＬ１０－／
－モデルは１１４０のプローブを同定した。両モデルにおいて重なり、２倍よりも大きな
発現の変化を有するものが５４０プローブあり、これはおよそ４００の異なる遺伝子に相
当した(データは示さない)。
【０１０８】
実施例３：大腸炎の間ＩＥＣにおいて影響を受ける経路および遺伝子
　両モデルにおいて影響を受けるおよそ４００の遺伝子のうち、抗原提示、ＴＬＲシグナ
ル伝達および細胞遊走に関与する遺伝子は過剰提示された(表７)。表７では、数は、示す
ように、大腸炎のＩＬ１０－／－モデル又は大腸炎のＣＤ４５ＲＢＨｉモデルにおける、
健康なマウスに対する大腸炎マウスのユニバーサル基準ＲＮＡと比較したときの倍数変化
の標準偏差と平均を表す。結果は、いくつかのＩＥＣ発現遺伝子がＩＢＤのマウスモデル
の発現変化パターンの変化を示したことを示す。ＴＬＲ２、ＣＣＬ７、ＣＸＣＬ５および
ＩＣＡＭ-１を含むこれら遺伝子の多くは、大腸炎の間に上皮発現が増加することが既に
記載されており(Breider, M.A. et al. (1997) Vet Pathol 34:598-604；Uguccioni, M. 
et al. (1999) Am J Pathol 155:331-336；Z'Graggen, K. et al. (1997) Gastroenterol
ogy 113:808-816；Singh, J.C. et al. (2005) Am J Physiol Gastrointest Liver Physi
ol 288: G514-524)、このことから、これらマイクロアレイにおいて得られた遺伝子発現
パターンが大腸炎のＩＥＣの生物学を正確に反映していることを示唆する。
【０１０９】
表７
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【０１１０】
　ＩＥＣは非専門ＡＰＣとして機能してもよく(Snoeck, V. et al., (2005) Microbes In
fect 7:997-1004；及びShao, L et al., (2005) Immunol Rev 206:160-176)、そして、こ
れらマイクロアレイで得られた遺伝子発現パターンは、ＬＭＰ７およびＴＡＰ１等の抗原
プロセシングに関与する遺伝子、並びにＩＥＣの表面上での抗原の提示を促しうるＭＨＣ
クラスI及びII遺伝子の上方制御にによって大腸炎の間、これら機能が亢進されることを
示唆する。 
　マイクロアレイデータは、大腸炎のＩＥＣがケモカインの発現を変化させることによっ
て免疫細胞を大腸に引きつけ、抗原提示に関与する遺伝子の発現を上方制御することによ
って浸潤性Ｔ細胞に抗原を提示しうるという概念を裏付けるものである。 
【０１１１】
実施例４：ＬＹ６ファミリメンバーの発現は大腸炎のＩＥＣの表面上で強く上方制御され
る
　分子のマウスＬＹ６ファミリのメンバーは、転移大腸炎マウスモデル及びＩＬ１０－／
－マウスモデルの両方において上方制御の程度だけでなく数も過剰提示されていた(図２
３Ａおよび２３Ｂ)。これらの結果は、転移大腸炎モデルにおいてプールされ増幅された
ＩＥＣ ＲＮＡのリアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲにより確認された(データは示さない)
。ＬＹ６ファミリメンバーの発現は疾患状態に特有であるので、これらＬＹ６ファミリメ
ンバーのいずれかをかなりのレベルで発現する健康なマウスはなかった。
　造血性起源の細胞の表面でのマウスＬＹ６分子の発現が知られているが、ＩＥＣでの発
現はまだ述べられていない(Bamezai, A. (2004) Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 52:255
-266；及びRock, K.L. et al. (1989) Immunol Rev 111:195-224)。マウスのＬＹ６Ａお
よびＬＹ６Ｃの発現は、大腸内に存在する多くの非上皮性細胞、例えばＴ細胞および顆粒
球上で検出可能である。健康及び大腸炎の大腸上のマウスのＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃにつ
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いて免疫蛍光染色を行った。マウスのＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃのレベルは、健康なＩＥＣ
の表面上では極わずかであるか、欠如していた(それぞれ図２４Ａおよび２４Ｃ)。マウス
のＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃの発現は、大腸炎マウスの大腸全体にわたるＩＥＣの表面上で
検出可能であった(それぞれ図２４Ｂおよび２４Ｄ)。ＬＹ６Ａ又はＬＹ６Ｃの極性化の所
見がなく、染色は尖端および基底側の膜に存在しており、ＬＹ６分子をいずれかの表面上
のリガンドへ潜在的にアクセスできるようにする。これらの結果から、マウス大腸炎モデ
ルにおいてマウスのＬＹ６Ａ及びＬＹ６Ｃの上方制御を示すマイクロアレイ分析結果は混
入している免疫細胞の流入によるものではないことが示唆される。
【０１１２】
実施例４：ＬＹ６遺伝子の転写は炎症性サイトカインによって刺激される
　Ｔ細胞上のＬＹ６発現は誘導され、I型およびII型ＩＦＮによって亢進される(Khodadou
st, M.M., K.D. Khan, and A.L. Bothwell. 1999. Complex regulation of Ly-6E gene t
ranscription in T cells by IFNs. J Immunol 163:811-819)。さらに、多くのサイトカ
インの発現は、活動中の大腸炎の間に大腸において上昇される(Niessner, M., and B.A. 
Volk. 1995. Altered Th1/Th2 cytokine profiles in the intestinal mucosa of patien
ts with inflammatory bowel disease as assessed by quantitative reversed transcri
bed polymerase chain reaction (RT-PCR). Clin Exp Immunol 101:428-435)。
　大腸炎の間に存在するサイトカインがＩＥＣのＬＹ６ファミリメンバーの転写に作用す
るか否かを決定するために、我々は、ＹＡＭＣ細胞、条件的に不死化されたマウスＩＥＣ
株をＩＬ－１β、ＩＦＮα、ＴＮＦα、ＩＦＮγ又はＴＮＦαおよびＩＦＮγの組合せに
て処理し、リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲによって同定されたすべてのマウスＬＹ６遺
伝子の転写を分析した(表８)。簡単にいうと、ＩＥＣの示されたＬＹ６ファミリメンバー
のｍＲＮＡレベルを、示されたサイトカインにて１５時間処理した後、リアルタイム定量
的ＲＴ－ＰＣＲによって測定した。数は、未処理の培地コントロールに対する倍数変化(
２－ΔΔＣｔ法によって決定)を表す。＊、Ｐ＜０．０５対培地コントロール。†、ｐ＜
０．０５対ＩＦＮγ処理細胞。以下のＬＹ６ファミリメンバーを試験したところ、処理に
関係なく、試料中に検出されなかった。ＬＹ６Ｋ、Ｌｙｐｄ３、Ｌｙｐｄ４、Ｌｙｐｄ５
、ＬＹ６ｇ５ｂ、Ｌｙ６ｇ６ｄ、Ｌｙ６ｇ６ｅ、Ｓｌｕｒｐ１。結果から、ＩＥＣは炎症
性サイトカインに応答してＬＹ６ファミリメンバーを上方制御することが示唆された。
【０１１３】
表８

【０１１４】
　ＬＹ６ファミリメンバーの多くは炎症性サイトカインの有無にかかわらず検出されなか
ったのに対して、発明者等は試験した大部分のサイトカインに応答してマウスのＬＹ６Ａ
、ＬＹ６ＣおよびＬＹ６Ｆの転写の強い上方制御、並びに試験したいくつかのサイトカイ
ンに応答してマウスのＬＹ６Ｅ、ＬＹ６ＨおよびＬＹＰＤ１の中程度の上方制御を検出し
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た。しかしながら、ＩＦＮγは、ＬＹ６上方制御の誘導において最も強力なサイトカイン
であった。さらに、ＴＮＦαは、ＬＹ６Ａ、ＬＹ６Ｆ、ＬＹ６ＥおよびＬＹＰＤ１の発現
に対するＩＦＮγの効果を上げた。他のマウスのＩＥＣ株であるＣＭＴ９３においてもＬ
Ｙ６ファミリメンバーの同様な上方制御が観察された(データは示さない)。
　サイトカインに応答したＬＹ６ファミリメンバーの表面発現を調べるために、本明細書
中の実施例１に記載されるように、ＹＡＭＣ細胞を上記のサイトカインにさらし、マウス
のＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃ(市販の抗体が利用できる)の発現についてフローサイトメトリ
によって分析した。添加したサイトカインがない場合であってもＹＡＭＣ細胞上にマウス
ＬＹ６Ａが高いレベルで発現していた(図２５Ｂ、培地)。マウスＬＹ６Ｃの発現はＬＹ６
Ａの発現より有意に低かった(図２５Ａ、培地)。
　ＲＮＡ発現と一致して、ＩＬ－１βおよびＴＮＦαは、マウスのＬＹ６ＡおよびＬＹ６
Ｃの表面発現のわずかな増加を誘導した(図２５Ａおよび２５Ｂ)。ＩＦＮαが細胞に加え
られると発現の比較的中程度な増加が見られたのに対して、ＩＦＮγはＬＹ６ＡおよびＬ
Ｙ６Ｃの表面発現の目覚ましい増加を引き起こした(図２５Ａおよび２５Ｂ)。表面タンパ
ク質発現はＲＮＡ発現を非常に反映していた。Ｔｈ２サイトカイン、例えばＩＬ４、ＩＬ
１０又はＩＬ１３は、ＬＹ６Ａ又はＬＹ６Ｃの表面発現に影響を及ぼさなかった(データ
は示さない)。
　ＩＦＮγによるＬＹ６Ａ(図２５Ｄ)およびＬＹ６Ｃ(図２５Ｃ)の誘導は用量依存性であ
った。６．２５単位／ｍｌのＩＦＮγと同じくらいの低い用量でも、フローサイトメトリ
によって検出可能な程度に両ＬＹ６分子が増加した。さらに、ＬＹ６Ａ(図２５Ｆ)および
ＬＹ６Ｃ(図２５Ｅ)の表面発現の増加は、ＩＦＮγ処理の後２時間と４時間の間で顕著に
なり、ＩＦＮγ処置の少なくとも２４時間後には確実に増加した。このデータから、相対
的に低い濃度のＩＦＮγでも数時間以内にＬＹ６分子の表面発現を増やすには十分である
ことが示唆される。
【０１１５】
　活性化Ｔ細胞から主に分泌されるＩＬ－２２が、ＩＥＣ上に存在するＩＬ－２２Ｒ複合
体を介してサイトカイン産生および炎症性表現型を促すように機能することが証明されて
いる(Brand, S.F. et al. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G827-838 (2
006))。さらに、ＩＬ-２２はクローン病の免疫病原性に関与している。ＩＬ－２２がマウ
スＩＥＣ上のＬＹ６分子発現に作用するか否かを調べるために、ＹＡＭＣ細胞をＩＬ－２
２の存在下で培養し、ＬＹ６Ｃ(図２５Ｇ)およびＬＹ６Ａ(図２５Ｈ)の発現について分析
した。両ＬＹ６分子は、ＩＬ－２２の存在下において、ＩＦＮγによる処理の後に見られ
る誘導と同レベルにまで、実質的に増加した。
　ＬＹ６分子の上方制御がＹＡＭＣ細胞株に特異的なものでないことを確認するために、
マウス大腸上皮腫瘍細胞株ＣＭＴ９３におけるマウスのＬＹ６ＡおよびＬＹ６ＣのＲＮＡ
レベルを調べた。マウスＬＹ６ＡおよびマウスＬＹ６Ｃのレベルは、ＩＦＮγによる処理
により上方制御された(図２５Ｉ)。ＬＹ６分子の上方制御のレベルがＣＭＴ９３細胞にお
いて比較的穏やかであったが、フローサイトメトリ分析から、未処理の細胞でさえも非常
にレベルが高いことが示唆され(データは示さない)、これはおそらくＣＭＴ９３細胞の腫
瘍表現型の結果と思われる。
　このデータは、炎症性サイトカインに応答してＩＥＣがＬＹ６ファミリメンバーを上方
制御することを確認したリアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲによって得られたデータを裏付
けるものである。
【０１１６】
実施例５：ＩＥＣのＬＹ６刺激は脂質ラフト形成と関係している
　ＧＰＩを固定したタンパク質であるＬＹ６ファミリメンバーは、従来のアウトサイドイ
ンのシグナル伝達に関与している固有の細胞内ドメインを有していない。むしろ、それら
は脂質ラフト微小ドメイン内に存在する(Bohuslav, J. et al. Eur J Immunol 23:825-83
1(1993))。しかしながら、細胞の表面上のＬＹ６ファミリメンバーの架橋により、他の細
胞表面分子の再分布並びに脂質ラフト構造の再編成が生じることが示されており、このこ
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とから、ＬＹ６分子によってシグナル伝達および下流の細胞性機能に作用しうるメカニズ
ムが示唆される(Simons, K. et al., Nat Rev Mol Cell Biol 1:31-39 (2000))。
　ＬＹ６タンパク質のリガンドは現在までほとんど同定されておらず、ＬＹ６Ａ又はＬＹ
６Ｃのリガンドは現在のところ知られていない(Paret, C. et al., (2005) Int J Cancer
 115:724-733；Apostolopoulos, J. et al., (2000) Immunity 12:223-232；及びClasson
, B.J. (2001) Trends Immunol. 22:126-127)。コレステロールは脂質ラフト統合性を維
持するために必要である。(Simons, K., et al. J Clin Invest 110:597-603 (2002))、
そして、コレステロール欠乏を用いてインビトロの脂質ラフト生合成を阻害することが多
い(von Tresckow, B. et al. J Immunol 172:4324-4331 (2004))。
　ＬＹ６架橋に応答して脂質ラフト再編成がＩＥＣで起こるか否かを分析するために、Ｙ
ＡＭＣ細胞を、コレステロール欠乏条件下(脂質ラフトが細胞から欠乏している条件)とコ
レステロール非欠乏条件下(脂質ラフト形成が許容される条件)で生育させた。コレステロ
ール欠乏条件では、ＹＡＭＣ細胞は、無血清および、４μＭ ロバスタチンおよび０．２
５ｍＭ メバロネート(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)の存在下で、３７℃で７２時
間生育させた。コレステロール非欠乏条件下のＹＡＭＣ細胞にも同じ増殖条件を用いたが
、ロバスタチン及びメバロネートは細胞増殖培養液に加えなかった。次いで細胞を採取し
、ＬＹ６Ｃは実施例１で先に述べた通りに架橋させた。ＲＮＡを回収し、ＣＸＣＬ２、Ｃ
ＸＣＬ５およびＣＣＬ７の発現レベルを決定した。
【０１１７】
　これらの研究の結果は、脂質ラフト欠乏によりＬＹ６Ｃが媒介するケモカイン産生が阻
害されることを示唆した。図２６Ａ-２６Ｃは、コレステロール欠乏(黒棒)ＹＡＭＣ細胞
は、コレステロールを欠乏しなかった細胞(白棒)よりケモカインの産生が少なかったこと
を示す。コレステロール欠乏は、ＬＹ６Ｃ刺激に関わりなく、コントロール抗－ＫＬＨ刺
激群におけるケモカイン産生に影響したが、その応答は極わずかであり一致した方向性で
なかった。コレステロール欠乏が包括的に細胞生存率に作用したか否かを調べるために、
我々は７ＡＡＤ排除による細胞死を測定し、コレステロール欠乏がＹＡＭＣ細胞の生存率
にあまり影響していなかったことを決定した(コレステロール欠乏細胞の８６％に対して
９２％の生存率、データは示さない)。ＬＹ６Ａ(図２６Ｄ)およびＬＹ６Ｃ(図２６Ｅ)の
表面発現はコレステロール欠乏ＹＡＭＣ細胞においていずれも有意に低く、これは、細胞
膜コレステロールレベルと脂質ラフト統合性が細胞の表面上のＬＹ６発現のレベルに作用
することを示唆している。このデータは、コレステロール生合成に影響を受ける脂質ラフ
ト統合性により表面上でのＬＹ６分子の発現が可能となり、ケモカインのＬＹ６Ｃ媒介性
の誘導に潜在的に関与することを示唆する。ゆえに、細胞膜でのＬＹ６Ｃポリペプチドの
相互作用によって媒介されるケモカイン産生の促進には、細胞表面上の脂質ラフトの存在
が必要である。
【０１１８】
実施例６：ＬＹ６Ｃの架橋によりＬＹ６分子の表面発現が増加する
　Ｔ細胞の表面上のＬＹ６Ｃを架橋することによりＬＹ６Ｃの分断が生じることが報告さ
れている(Jaakkola, I. et al. (2003) J Immunol 170:1283-1290)。しかしながら、Ｔ細
胞とは異なり、マウスＬＹ６ＣはＩＥＣの表面上で架橋されても、ＬＹ６Ａ又はＬＹ６Ｃ
の分断は生じなかった(それぞれ図２７Ａおよび２７Ｂ)。それとは反対に、ＩＦＮγの非
存在下では、ＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃの表面発現レベルは、ＬＹ６Ｃを架橋したＩＥＣ上
では増加したが、ＬＹ６Ａを架橋したＩＥＣ上では増加しなかった。ＩＥＣをＩＦＮγと
ともにプレインキュベートすると、この作用はほとんど起こらなくなるが(図２７Ｃ)、Ｌ
Ｙ６Ａの上方制御がわずかに検出された(図２７Ｄ)。
　これらのデータは、ＩＥＣ上のＬＹ６Ｃを介した刺激によりＬＹ６分子の表面発現が増
加する陽性のフィードバックループを示唆する。
【０１１９】
実施例７：ＬＹ６Ａの刺激によりケモカインの分泌が増加する
　ＬＹ６分子の機能は十分に解明されていない。大腸炎の免疫病理におけるＬＹ６分子の
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役割を調べるために、ＬＹ６分子の刺激を、ＩＥＣからのケモカインの転写および分泌に
対する作用について調べた。　
　マウスのＬＹ６分子の架橋に応答したＩＥＣからのケモカインの産生を分析するために
、ＩＦＮγにより前処理した場合と未処理の場合のＹＡＭＣ細胞を、抗－ＫＬＨコントロ
ール抗体、抗ＬＹ６Ａ又は抗ＬＹ６Ｃのいずれかでコートしたプレート上で培養した。２
４時間後に、これら細胞からｍＲＮＡを得て、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ７
、ＣＣＬ８、ＣＣＬ２５、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣ
Ｌ１２およびＣＸ３ＣＬ１の発現についての定量的ＲＴ－ＰＣＲによって分析した。これ
らは大腸炎に関連しているケモカインである(表９)(Papadakis, K.A. (2004) Curr Aller
gy Asthma Rep 4:83-89；Banks, C. et al., (2003) J Pathol 199:28-35；及びPapadaki
s, K.A., and S.R. Targan (2000) Inflamm Bowel Dis 6:303-313)。非許容増殖条件下(
ＩＦＮγの非存在下で３７℃)でアッセイを行い、ＩＦＮγ刺激に応答したＩＥＣの増殖
の増加の可能性を除外した。
【０１２０】
表９

【０１２１】
　ＩＦＮγにて前処理した細胞は、これらケモカイン遺伝子の多くの上方制御を示した(
表９の培地、抗－ＫＬＨ群対ＩＦＮγ、抗－ＫＬＨ群を参照)。しかしながら、ＣＣＬ８
の上方制御とＣＸＣＬ１の下方制御を除いては、抗ＬＹ６Ａ刺激ＹＡＭＣ細胞は抗－ＫＬ
Ｈ刺激ＹＡＭＣ細胞と同様の遺伝子発現パターンを示した。しかしながら、抗ＬＹ６Ｃに
て刺激したＹＡＭＣ細胞は、基本的に変化しなかったＣＣＬ２５とＬＹ６Ｃ刺激に応答し
て下方制御したＣＸＣＬ１２を除いて、分析したすべてのケモカインの発現増加を示した
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。ＬＹ６Ｃ架橋によって誘導されるケモカインの遺伝子発現の増加はＩＦＮγに依存しな
かったのに対して、ＩＦＮγにて前処理した細胞は、ＩＦＮγにて前処理しなかった細胞
と比べてケモカインの発現増加を示した。
　マウスＬＹ６Ｃ刺激によって誘導されるケモカイン誘導の動態を分析するために、９６
ウェルのプレートを、抗－ＫＬＨ抗体又は、抗ＬＹ６Ａないしは抗ＬＹ６Ｃモノクローナ
ル抗体にてコートした。ＩＦＮγにて前処理したか又はしなかったＹＡＭＣ細胞を加えて
２４、４８又は７２時間置いた。示された時点で、定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析のためにＲＮ
Ａを回収して、上清をＥＬＩＳＡのために集めた。
　２４時間以内に、ＬＹ６ＡでなくＬＹ６Ｃを架橋した細胞でのＣＸＣＬ５およびＣＣＬ
７の転写のスパイクを検出した(図２８Ａ)。ＣＸＣＬ５およびＣＣＬ７の発現増加は時間
とともに減少したが、７２時間後でも依然として培養物中で検出可能であった。ＩＦＮγ
はケモカイン転写を上げるために必要ではなかったが、ＩＦＮγは早い時点でのＣＸＣＬ
５およびＣＣＬ７の転写の誘導においてＬＹ６Ｃ刺激と相乗的に作用した。 
　遺伝子発現と同時に、ＬＹ６ＡでなくＬＹ６Ｃ架橋細胞の上清は、４８時間の時にＣＸ
ＣＬ５を有意に高い濃度で含んでいた(図２８Ｂ)。その効果は用量依存的であり、わずか
１μｇ／ｍｌのコート抗－ＬＹ６Ｃにて検出可能であった。転写と同様に、細胞がＩＦＮ
γにて前処理されるとＣＸＣＬ５の分泌が上がったが、ＩＦＮγはその効果に必要ではな
かった。ＣＸＣＬ５の分泌の増加は、２４および７２時間の時点でも同様に顕著であった
。
　ＬＹ６Ｃがケモカインの観察された上方制御に関与したことを確認するために、我々は
ｓｉＲＮＡを用いてＬＹ６Ｃをノックダウンした。ＬＹ６Ｃ転写産物は、リアルタイム定
量的ＲＴ－ＰＣＲによって、ＩＦＮγの非存在下では９５％、ＩＦＮγの存在下ではおよ
そ９０％まで阻害された。これはＹＡＭＣ細胞の表面上のＬＹ６Ｃの有意に低いレベルに
相当した(データは示さない)。表面上のＬＹ６Ｃのレベルが減少している細胞は、ケモカ
インの転写に関するＬＹ６Ｃ架橋に対する応答の減少を示した(図２８Ｃ)。ＣＸＣＬ５の
分泌は、ＬＹ６Ｃを同様にノックダウンすることによって顕著に阻害された(データは示
さない)。
　これらの結果は、ＩＥＣの表面上のＬＹ６ＡでなくＬＹ６Ｃの架橋によりケモカインの
分泌の増加が生じることを示唆する。
【０１２２】
実施例８：インビボのＩＥＣはＬＹ６Ｃ刺激細胞と同程度のケモカイン遺伝子発現を示す
　上記のデータは、マウスＬＹ６Ｃを介して刺激されたＩＥＣによってケモカイン遺伝子
の発現が上方制御されるモデルを達成している。
　大腸炎のマウスモデルのレーザーキャプチャの顕微切断したＩＥＣからのマイクロアレ
イデータを分析し、大腸炎の２つのマウスモデルの健康及び大腸炎のマウスにおける同じ
１２のケモカイン遺伝子の発現を調べて、インビトロでのＬＹ６Ｃ架橋により刺激された
ケモカインがインビボでのＩＥＣによって分泌されるケモカインと相関するか否かを決定
した(図２９Ａおよび２９Ｂ)。発現パターンはＬＹ６Ｃ刺激の結果として生じるケモカイ
ンの上方制御と同じではないが、インビトロ実験において最も高く上方制御されたケモカ
イン遺伝子であるＣＸＣＬ５の発現もまた、大腸炎のマウスモデルにおいて最も高く上方
制御されたケモカインであった。我々は、大腸炎の両モデルにおけるＣＸＣＬ１、ＣＸＣ
Ｌ１０、ＣＣＬ５およびＣＣＬ７の発現の有意な上方制御を観察した。さらに、我々は、
転移大腸炎モデル又はＩＬ１０－／－モデルそれぞれにおいてＣＣＬ４及びＣＣＬ８の上
方制御を観察した。
　興味深いことに、インビトロのマウスＬＹ６Ｃ刺激の結果として下方制御された唯一の
ケモカインである、ＣＸＣＬ１２は、また、これらケモカインの中でインビボで下方制御
された唯一のものであった。 
【０１２３】
実施例９：大腸細胞におけるヒトＬＹ６遺伝子の発現
　ヒト大腸細胞株であるＣｏｌｏ２０５細胞(ヒト大腸カルチノーマ由来の細胞株、ＡＴ
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ＣＣＴＭ寄託番号ＣＣＬ－２２２ＴＭ)におけるヒトのＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ
３およびＬＹＰＤ５の発現を調べた。ヒトＣｏｌｏ２０５細胞を、サイトカインＩＦＮ-
ｒ、ＬＰＳ、ＴＮＦα、ＩＦＮ-ｒ＋ＴＮＦα、ＩＦＮ-ｒ＋ＬＰＳ又はＬＰＳ＋ＴＮＦα
(ＬＰＳが１ｕｇ／ｍｌであることを除いてすべて１００ｎｇ／ｍｌ)にて１８時間(ＬＹ
ＰＤ３)又は２４時間(ＬＹ６Ｈ又はＬＹＰＤ５)処理した。ＲＮＡを回収し、精製して、
Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＴＭの試薬を製造業者の指示に従って用いて定量
的ＲＴ－ＰＣＲによって示したＬＹ６ファミリメンバーの発現を決定した。ＲＴ－ＰＣＲ
分析のために使用するプライマーおよびプローブは以下の通りである。
ＬＹＰＤ１：
センス：CAT GAT CCT CCG AAT CTG GT　（配列番号：５９）
アンチセンス：AGC ACA GAA CAG AGG GGC TA　（配列番号：６０）
プローブ：ATA CGG CCA ATG TCA CAA CA　（配列番号：６１）
ＬＹＰＤ３：
センス：ACT TCC TGT TCC CAC CAC TG　（配列番号：６２）
アンチセンス：AGA GGA CAA GCG GAG AGA CA　（配列番号：６３）
プローブ：TTC TGG CAG GGG TGT TCT AG　（配列番号：６４）
ＬＹ６Ｈ：
センス：AGC AGC AGC AGG AAG GAT　（配列番号：６５）
アンチセンス：AAA AGT GCC GCT TAA CGA AG　（配列番号：６６）
プローブ：CAA GAT GTG TGC TTC CTC CTG CGA　（配列番号：６７）
　ＬＹＰＤ５プライマーおよびプローブはApplied BiosysemsTMから購入した。(カタログ
番号ＨＳ００２８９０６２＿ｍ１)。
　図３０Ａ－３０Ｃにプロットした結果は、ヒトのＢ－アクチンコントロールと比較した
ときのこれらヒトＬＹ６遺伝子の発現の倍数的な増加を示す。示したサイトカインによる
処理の後に、ヒトのＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ３およびＬＹＰＤ５の発現の有意な増加が観察さ
れた。
【０１２４】
実施例１０：大腸生検組織におけるヒトＬＹ６遺伝子の発現
　ＣＤ及びＵＣを有する患者の大腸におけるＬＹＰＤ１およびＬＹＰＤ５の発現増加の原
因を更に調査するために、ＵＣ、ＣＤおよびコントロールの患者の生検のコホートにおい
て行った。大腸生検から抽出したＲＮＡを用いたＬＹＰＤ１発現についてのマイクロアレ
イ分析は、ＣＤ患者の炎症を起こした大腸組織において統計学的に増加した発現を示した
(図３１Ａ)。大腸から採取したＵＣおよびＣＤ生検では、炎症を起こしたＵＣおよびＣＤ
患者において統計学的に増加したＬＹＰＤ５発現が観察された(図３１Ｂ)。これは炎症を
起こしていないコントロール生検では観察されなかった。
　炎症を起こしたＩＢＤ組織の末端回腸生検におけるヒトＬＹ６Ｈの発現を、ＲＴ－ＰＣ
Ｒ(TaqmanTM)分析を用いてコントロール(非ＩＢＤ)末端回腸生検と比較して分析した。ヒ
トＬＹ６Ｈ発現は、炎症を起こしたＩＢＤ生検ではコントロールの少なくとも１．５倍で
あった。
　炎症を起こしたＵＣ大腸生検におけるヒトＬＹＰＤ３発現は上方制御されており、炎症
を起こしたＩＢＤ生検ではコントロールの２倍未満であった。
　これらの実施例の結果は、ＩＥＣの表面上のＬＹ６分子の発現を示しており、発現が炎
症に関してＩＥＣに特有であることを更に示した。さらに、ＬＹ６ＡおよびＬＹ６Ｃの表
面発現レベルは、大腸炎マウスのＩＥＣ上で高く、大腸全体にわたってほとんど普遍的で
あった。両分子は罹患状態に特異的であり、疾患の間に偏在して発現されるので、ヒトＬ
Ｙ６遺伝子又はポリペプチド発現、特にヒトのＬＹ６Ｈ、ＬＹＰＤ１、ＬＹＰＤ３及びＬ
ＹＰＤ５の検出はヒトにおけるＵＣおよび／またはＣＤを含むＩＢＤの検出に有用な方法
である。さらに、ヒトＬＹ６発現の検出方法は、ヒトにおけるＩＢＤ、ＵＣおよび／また
はＣＤの診断及び、ＩＢＤ治療薬への応答のモニタリングに有用である。
【０１２５】
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　本明細書において開示される実施例において、ＩＥＣにおけるＬＹ６発現の機能的重要
性が示された。ＹＡＭＣ細胞は、ＬＹ６Ａについて非常にポジティブであり、ＬＹ６Ｃの
発現は比較的低い。しかしながら、大腸炎の間に大腸内に存在する多くのサイトカイン、
例えばＩＬ－１β、ＴＮＦα、ＩＦＮα、特にＩＬ－２２およびＩＦＮγによる刺激によ
って、両ＬＹ６分子の発現レベルが大きく亢進された。ＬＹ６分子の発現を上方制御する
ためにＩＦＮγにて前処理したＹＡＭＣ細胞は、ＬＹ６発現の機能的重要性を分析するた
めに有用なインビトロモデルであった。
　ＹＡＭＣ細胞の条件的に不死化した性質はＳＶ４０ラージＴ抗原のＭＨＣ ＩＩプロモ
ーター作動性発現によるものであり、低レベル(２．５－５Ｕ／ｍｌ)のＩＦＮγはこれら
細胞の増殖を誘導するために用いられる(Whitehead, R.H. et al. (1993) Proc Natl Aca
d Sci U S A 90:587-591；Whitehead, R.H., and J.L. Joseph. (1994) Epithelial Cell
 Biol 3:119-125)。ＹＡＭＣ細胞はマウスＩＥＣのサイトカイン処置のためのインビトロ
モデルとして用いられることが多い(Mei, J.M. et al. (2000) Faseb J 14:1188-1201；Y
an, F., and D.B. Polk (2002) J Biol Chem 277:50959-50965)。これらの細胞が包含し
ているＳＶ４０ラージＴ抗原は、温度感受性であり、３７℃で機能しない。本明細書にお
いて実行されるすべての実験は、これら非許容条件下でＩＦＮγ処理を行った。さらに、
ＹＡＭＣ細胞は、実験前の２４時間、３７℃で血清飢餓(としてＩＦＮγ飢餓)状態にした
。このような条件下で、細胞の増殖などの残留するＴ抗原発現を示す効果は観察されなか
った。結果として、ＩＦＮγ処理の結果は、Ｔ抗原の作動発現から生じる効果というより
はむしろＩＦＮγ処理の特有の効果によるものであった。さらに、ＬＹ６ファミリメンバ
ーの上方制御は、第二のマウス細胞株であるＣＭＴ９３において検出されたことから、こ
の効果が概してＩＥＣにあてはまることを裏付けるものである。
【０１２６】
　さらに、ＬＹ６発現の適度な上方制御がＴＮＦα、ＩＬ－１β及びＩＬ－２２による処
理の後に観察されたので、ＩＦＮγはサイトカインの中で、ＬＹ６分子を誘導するための
優れたものではなかった。クローン病におけるＩＬ－２２の潜在的な役割を示す近年のデ
ータを考慮すると、ＩＬ－２２に応答した場合のＩＥＣ上のＬＹ６分子の上方制御は興味
深い(Wolk, K., et al. J Immunol 178:5973-5981 (2007))。マウスとヒトとのＬＹ６分
子の相同性が複雑であることが多いが、ＬＹ６分子の上方制御がマウスに限定したもので
ないことを示唆する根拠がある。ラットでの以前の研究は大腸炎モデルの小腸におけるＬ
Ｙ６分子の上方制御を示しており、このような発現が炎症、細胞／細胞相互作用並びにラ
ットＩＥＣ内のシグナル伝達に関与していることを示唆している(Baksheev, L. et al. J
 Gastroenterol 41:1041-1052 (2006))。
　上記のデータは、脂質ラフト統合性がＩＥＣにおけるＬＹ６Ｃが媒介するシグナル伝達
に関与するという可能性があることを示す。これは、ＬＹ６Ｃ発現を下方制御すること及
び、ＬＹ６Ｃシグナル伝達の構造成分を破壊することによってＬＹ６Ｃ刺激の下方制御効
果を減じるように働きうることを意味する。近年では、スタチンによるＩＥＣのコレステ
ロール欠乏がＮＦ－κＢ調節を介して炎症促進性遺伝子発現を阻害することが決定されて
いる(Lee, J. et al., Int Immunopharmacol 7:241-248 (2007))。さらに、スタチンは、
大腸炎のマウスのモデルの有効な治療法であった(Naito, Y., et al. Int J Mol Med 17:
997-1004 (2006))。脂質ラフト運動性とＮＦ－κＢ遮断とを結ぶメカニズムが明らかにさ
れていないが、我々のデータは、ＬＹ６Ｃを介した活性化が作用機構を説明する一つの仮
説となりうることを示唆する。
　この研究において、我々は、ＬＹ６分子をケモカイン遺伝子の発現の上流のスイッチと
なりうるものとして同定する。モノクローナル抗体とＬＹ６Ｃレセプターとの架橋により
、ＣＸＣＬ５を含む分析したほとんどすべてのケモカインが顕著に上方制御された。我々
はさらに、ＣＸＣＬ５分泌がＬＹ６Ｃ架橋ＩＥＣにおいて非常に亢進されることを確認し
た。たとえＬＹ６ＡおよびＬＹ６ＣがＧＰＩ分子によって細胞表面に固定されていても、
そして、ＩＥＣの表面上でＬＹ６ＣよりＬＹ６Ａが高いレベルで発現されていても、ケモ
カイン分泌に対する下流の効果は、ＬＹ６Ｃ架橋がある場合に観察され、ＬＹ６Ａ架橋が
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ある場合には観察されないことがあることは興味深い。
【０１２７】
実施例１１：ＬＹＰＤ５のリガンドの同定
　この研究では、当分野の通常の技術者に周知の技術により、すなわちＣＯＳ細胞へのＣ
ＭＶプロモーター下におよそ１４，０００のヒト遺伝子を発現クローニングすることによ
って、ＬＹＰＤ５のリガンドの検索を行った。１００の遺伝子のプールを、１２ウェルプ
レートの１４０ウェル中で生育させたＣＯＳ細胞に形質移入した。形質移入後、細胞をＬ
ＹＰＤ５－Ｆｃタンパク質にて染色した(図３２を参照)。ポジティブ染色を示すウェルを
同定し、個々のクローンをＣＯＳ細胞に形質移入した。単一のタンパク質、ＧＬＧ－１(
ＥＳＬ－１)を発現する単一ウェルを、ＬＹＰＤ５のリガンドとした。ＧＬＧ－１は、長
い細胞外ドメイン(ＥＣＤ)、膜貫通ドメインおよび細胞質ドメインに特徴がある。ＧＬＧ
－１ ＥＣＤの様々な領域のＬＹＰＤ５結合能を評価するために、当分野の通常の技術者
に公知の技術を用いて一連の免疫共沈降実験を行った。ＧＬＧ－１ ＥＣＤの変異体又は
断片(図３３－３５を参照)がＬＹＰＤ５のリガンドとして作用することができたことが明
らかとなった。図３３Ｂは、図３３Ａに示すフラグメント１、２、３又は４を用いた免疫
共沈降実験の結果を示し、これら断片のいずれか一つはＬＹＰＤ５結合に十分であること
を示す。
【０１２８】
　さらに、ＧＬＧ－１ ＥＣＤドメイン自体は、ＬＹＰＤ５結合に十分であることが明ら
かとなった。図３３に示すように、ＧＬＧ－１は複数のＧＬＧ－１ドメインから成り立っ
ており、単一のＧＬＧ－１ドメインはＬＹＰＤ５を結合しうる。図３４Ｂは、フラグメン
ト１、２、３及び４並びに単一のＧＬＧ－１ドメイン１１５、１５０、２１５、５３８、
６０９、６７０、７２９および８５８(図３４Ａに示す)がＬＹＰＤ5を結合することが可
能であったことを示す免疫共沈降の結果を示す。
　他の免疫共沈降実験により、ＬＹＰＤ５の断片に応じて結合が特異的であったことが示
された(図３５Ａ参照)。ここでは、ＬＹＰＤ５はＢＡＰネガティブコントロールを結合し
ないことが明らかとなり、ＦＮ１４ネガティブコントロールはＧＬＧ－１フラグメント２
を結合することが明らかとならず、ヒトＧＬＧ－１ドメイン１１５はＬＹＰＤ５を結合し
、ドメイン１１５は検出可能なレベルで必ず発現されるわけではないが依然としてＬＹＰ
Ｄ５を破壊し、そしてドメイン１１５(残基２６－１１４)を欠いているヒトＧＬＧ－１フ
ラグメント１の分画はＬＹＰＤ５を結合しない(図３５Ｂ)。
　図３４Ａおよび３５Ａの「＊」はフコシル化となりうる部位を示す。
　前述の発明は、理解が明確になるように図と例を挙げていくらか詳細に記載しているが
、これら記載と実施例は本発明の範囲を限定するものと解釈されてはならない。本明細書
において引用されるすべての特許及び科学文献の開示内容は、出典明記によってその全体
が特別に援用される。
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